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L’apoptose endothéliale initie le processus menant au remodelage vasculaire et au 
développement de la néointima dans la vasculopathie du greffon. La formation de 
néointima résulte de l’accumulation de leucocytes, de matrice extracellulaire et de cellules 
positives pour l’actine musculaire lisse α (αSMA+) dans l’intima des artères, artérioles et 
capillaires du greffon. Les cellules αSMA+ dans la néointima sont des cellules musculaires 
lisses vasculaires (CMLV) dérivées du donneur ainsi que des cellules souches dérivées du 
receveur, dont des cellules souches mésenchymateuses (CSM). L’acquisition d’un 
phénotype anti-apoptotique chez ces cellules est déterminante pour le développement de la 
néointima. Le laboratoire de Dre Hébert a démontré que les cellules endothéliales (CE) 
apoptotiques libèrent des médiateurs induisant une résistance à l’apoptose chez les CMLV 
et les fibroblastes. Notamment, les CE apoptotiques relâchent la cathepsine L qui clive le 
perlécan et ainsi libère un fragment C-terminal correspondant au troisième motif laminine 
G du domaine V du perlécan (LG3). Le LG3 est anti-apoptotique pour les fibroblastes. 
Nous avons donc émis l’hypothèse que le LG3 est un des médiateurs clés libéré par les CE 
apoptotiques favorisant le développement de la néointima via l’induction d’un phénotype 
anti-apoptotique chez les cellules néointimales αSMA+.  
Nous avons démontré que les médiateurs libérés par les CE apoptotiques induisent un 
phénotype anti-apoptotique chez les CSM dépendant de l’activation de la voie ERK1/2. De 
plus, le LG3 active la voie ERK1/2 via son interaction avec les intégrines β1 et induit une 
réponse anti-apoptotique chez ces cellules. Cependant l’activation de ERK1/2 par le LG3 
est plus faible en comparaison de son activation par le milieu conditionné par des CE 
apoptotiques. Nos résultats suggèrent que les CE apoptotiques libèrent aussi de l’EGF qui 
agit de façon paracrine sur les CSM en coopération avec le LG3 pour induire un phénotype 
anti-apoptotique chez les CSM.  
Nous avons poursuivi l’étude de l’effet du LG3 in vivo sur le remodelage vasculaire en 




consiste en une transplantation aortique entre des souris alloincompatibles. Nous avons 
ensuite injecté du LG3 chez les souris receveuses en post-transplantation. Nous avons 
observé dans ce modèle que des niveaux augmentés de LG3 sérique augmentent la 
formation de néointima, favorisent l’accumulation de cellules néointimales αSMA+ et 
diminuent le nombre de cellules CD31+ au niveau du greffon aortique. Parallèlement nous 
avons vérifié que le LG3 induit aussi un phénotype anti-apoptotique chez les CMLV et 
nous avons démontré un nouvel effet du LG3, soit une activité pro-migratoire, qui dépend 
de l’activation de la voie ERK1/2 chez les CMLV. Nous avons complété cette étude par 
l’analyse des niveaux de LG3 sérique dans une cohorte de patients receveurs d’allogreffe 
rénale. Nous avons observé chez ces patients, une association entre des niveaux élevés de 
LG3 sérique et un rejet vasculaire. 
Le LG3 contribue à la formation de néointima par son activité pro-migratoire et pro-survie 
chez les cellules néointimales et aussi de par son activité angiostatique. Nos résultats 
suggèrent que le LG3 est un nouveau médiateur important dans le remodelage vasculaire en 
transplantation. 
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In allogeneic transplanted organs, endothelial apoptosis is associated with vascular 
remodeling and neointima formation which in turn leads to allograft vasculopathy, a 
maladaptive form of vascular repair. In allograft vasculopathy, neointima results from the 
accumulation of leukocytes, extracellular matrix and α-smooth muscle actin positive 
(αSMA+) cells in the intima of allogeneic arteries, arterioles and capillaries. Neointimal 
αSMA+ cells comprise vascular smooth muscle cells (VSMC) derived from the donor and 
stem cells derived from the recipient, including mesenchymal stem cells (MSC). 
Acquisition of an anti-apoptotic phenotype of neointimal cells is central to the development 
of vascular obliterative changes. Dr Hébert’s team demonstrated that apoptotic endothelial 
cells release mediators which in turn induce a state of resistance to apoptosis of VMSC and 
fibroblasts. Apoptotic endothelial cells release cathepsin-L which cleaves perlecan 
therefore releasing a C-terminal fragment harbouring a laminin G motif and referred to as 
LG3. LG3 is anti-apoptotic for fibroblasts. We hypothesized that LG3 is a key mediator 
produced by endothelial apoptosis of importance in favoring neointima formation via the 
induction of an anti-apoptotic phenotype in αSMA+ neointimal cells 
We demonstrated that mediators released by endothelial apoptosis induce an ERK1/2-
dependent anti-apoptotic phenotype in MSC. We identified LG3 as one of the mediators 
implicated in the induction of this anti-apoptotic response. Interactions between LG3 and 
β1 integrins expressed on MSC trigger ERK1/2 activation albeit to a lesser degree than 
medium conditioned by apoptotic endothelial cells. We showed that apoptotic endothelial 
cells also release EGF which cooperates with LG3 to induce an anti-apoptotic phenotype on 
MSC through cross-talk between EGF receptor and integrin-dependent pathways. 
Next, we characterized the impact of LG3 on allogeneic vascular remodeling in vivo. We 
developed a murine model of vascular rejection based on orthotopic transplantation of an 
aortic segment between two fully MHC-incompatible mice in absence of 




recipients resulting in higher circulating levels of LG3. In LG3-injected mice,  
accumulation of αSMA+ neointimal cells was enhanced resulting in significantly increased 
intima/media ratios in the allogeneic aortic graft. Aortic grafts of LG3-injected allografts 
also showed decreased CD31+ cells. We also demonstrated, using cell-based approaches, 
that LG3 exerts a pro-migratory activity on VSMC through β1-integrin and ERK1/2 -
dependent pathways. In line with these observations we also reported augmented serum 
LG3 in human renal transplant patients in association with acute vascular rejection 
episodes. 
Collectively these results suggest that the pro-migratory, pro-survival and angiostatic 
activities of LG3 contribute to neointima formation. Our results suggest that LG3 is a novel 
mediator of importance in the development of obliterative vascular remodeling associated 
with rejection of allogeneic organs. 
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Lorsqu’un organe n’est plus fonctionnel de façon irréversible, nous avons la possibilité 
d’effectuer une transplantation d’organe afin de suppléer à la fonction de l’organe atteint. 
Nous effectuons une greffe ou transplantation qui est une opération chirurgicale consistant 
à remplacer l’organe défaillant par un organe sain, provenant d’un donneur, appelé 
«greffon» ou «transplant».  
Les types de greffes peuvent être classés suivant l'origine du greffon : 
¾ Isogreffe : le donneur et le receveur sont génétiquement identiques comme pour des 
jumeaux monozygotes chez l’humain ou deux animaux de même souche (par 
exemple entre deux souris de souche C57Bl/6). 
¾ Allogreffe : le donneur et le receveur appartiennent à la même espèce mais ne sont 
pas génétiquement identiques. C'est le cas le plus fréquent. 
¾ Xénogreffe : le donneur et le receveur sont de deux espèces différentes. 
¾ Autogreffe : le greffon appartient au receveur. Il s'agit essentiellement de tissus 
(comme de la peau) ou de cellules hématopoïétiques. 
 
C’est au début du XXe siècle que sont réalisées les premières études scientifiques modernes 
dans le domaine de la transplantation. Alexis Carrel démontra que des autogreffes rénales 
chez le chien peuvent survivre indéfiniment alors que des allogreffes rénales cessent 
rapidement de fonctionner. Ce travail, récompensé d’un prix Nobel en 1912, a mené à la 
découverte du concept d’histocompatibilité et à un des principaux obstacles de l’allogreffe : 
le rejet (1). L’histocompatibilité est, de façon littérale, la capacité de tissus (du grec histos) 
à être en contact. Ce terme est utilisé en immunologie pour décrire les systèmes génétiques 
qui déterminent le rejet d’un tissu ou d’un greffon (2). Le principal système génétique 
d’histocompatibilité est le complexe majeur d’histocompatibilité ou CMH, qui chez 
l’humain s’appelle le système HLA pour Human Leukocyte Antigen (2). Le prix Nobel en 
médecine a d’ailleurs été décerné conjointement aux Dr Benaceraff, Dr Dausset et Dr Snell 




Medawar a poursuivi la recherche sur le rejet de greffe et a mieux défini l'origine 
immunologique du rejet dans les années 1950. Il a été récompensé du prix Nobel de 
médecine en 1960 pour sa découverte de la tolérance immunitaire (3).  
1 Le rejet vasculaire 
1.1 Les différents types de rejet 
Il existe différents types de rejet. On peut classer le rejet tout d’abord selon le moment du 
rejet par rapport à la transplantation :  
¾ On parle de rejet suraigu ou hyperaigu lorsqu’il survient dans les minutes qui 
suivent la transplantation. Ce type de rejet est dû à la présence d’anticorps anti-
donneur pré-formés chez le receveur à des titres élevés (dus à une transfusion 
sanguine, une grossesse ou une précédente transplantation) et donc présents au 
moment de la transplantation. Ce type de rejet est rare de nos jours grâce au test de 
crossmatch. Ce test, réalisé immédiatement avant la transplantation (dans le cas 
d’un donneur cadavérique), permet de sélectionner, parmi des receveurs potentiels, 
ceux qui n’ont pas d’anticorps anti-donneur (1). 
¾ Le rejet aigu survient généralement dans les premières semaines suivant la 
transplantation. Cependant on peut aussi parler d’épisode de rejet aigu des mois 
voire des années après la transplantation. 
¾ Le rejet chronique représente une perte progressive de fonction du greffon à long 
terme. On parle aussi de rejet chronique lors d’épisodes de rejet aigu survenant de 
façon récurrente. 
Je définis ci-après les caractéristiques des différents types de rejet dans le cas d’une greffe 
rénale. L’anatomie du rein est schématisée à la figure 24 en annexe pour mieux comprendre 





1.1.1 Le rejet aigu 
De nos jours, l’incidence du rejet aigu en transplantation rénale est de 5 à 10% dans la 
première année post-transplantation chez des patients non sensibilisés. On distingue le rejet 
aigu induit par les lymphocytes T et le rejet aigu humoral induit par les anticorps. Les 
signes cliniques ne permettent pas de discriminer entre ces deux types de rejets aigus et 
seule la biopsie peut permettre un diagnostique précis.  
1.1.2 Le rejet aigu induit par les cellules T 
Dans le rejet aigu induit par les cellules T, on observe l’accumulation de cellules 
mononucléées dans l’interstitium, dans les tubules rénaux (tubulite) et parfois dans les 
artères (endartérite, les cellules mononucléées s’infiltrent sous l’endothélium artériel). Ces 
cellules mononucléées sont principalement des lymphocytes T cytotoxiques CD4+ et CD8+ 
mais aussi des macrophages (4). On note la présence de cellules tubulaires apoptotiques et 
le degré d’apoptose corrèle avec le nombre de cellules T cytotoxiques et de macrophages 
dans l’infiltrat, suggérant une relation pathogénique (5, 6). 
Une artère normale est composée des 3 couches concentriques (Figure 1) : 
- L’intima, constituée de l’endothélium et d’une mince couche de matrice 
extracellulaire. 
- La média, constituée de matrice extracellulaire riche en collagène et élastine et de 
cellules musculaires lisses vasculaires. 






Figure 1 - schéma d’une artère normale 
L’endartérite (Figure 2) représente un rejet vasculaire.  
 
 
Figure 2 - Endartérite dans le rejet cellulaire 
Infiltration de cellules mononucléées sous l’endothélium (4) 
 
Elle peut être accompagnée d’un épaississement myo-intimal, qui affecte et les petites et 







Figure 3 - Schéma d’un épaississement myo-intimal 
L’épaississement myo-intimal résulte de l’accumulation de cellules mononucléées, de 
matrice extracellulaire et de cellules positives pour l’actine musculaire lisse alpha (αSMA). 
Cet épaississement mène à une diminution du diamètre de la lumière et ultimement à son 
occlusion (Figures 3 et 4). 
Cette lésion est détectée dans environ 25 à 40% des biopsies rénales de rejet aigu et très 
rarement dans des biopsies de greffon stable (<0,5%) (7). L’endartérite est réversible avec 
un traitement anti-cellules T ce qui suggère un rôle pathogène des cellules T. On observe 
également des cellules endothéliales apoptotiques au niveau des lésions d’endartérite (5, 8).  
1.1.3 Le rejet aigu humoral 
Le rejet aigu humoral est dû à une attaque du greffon par des anticorps. Environ 25% des 
épisodes de rejet aigu sont dus, au moins en partie, à des anticorps anti-HLA du donneur. 
Ce type de rejet peut survenir seul ou en parallèle d’un rejet induit par les cellules T.  
Il existe deux types de rejet aigu humoral : le type vasculaire classique et un type plus 
fréquent avec atteinte de la microvasculature mais sans atteinte vasculaire artériolaire. La 
forme vasculaire classique est caractérisée par une artérite nécrosante, accompagnée de 
nécrose fibrinoïde murale et une inflammation variable. Les cellules endothéliales sont 




lésion mène classiquement à un infarctus cortical avec des foyers interstitiels 
hémorragiques (9). 
Le deuxième type de rejet humoral sans atteinte vasculaire artériolaire est plus fréquent. 
Dans ce cas, le rein présente typiquement une accumulation de neutrophiles et de 
monocytes dans les capillaires péritubulaires et glomérulaires (10). Les capillaires 
péritubulaires sont souvent dilatés. L’ultrastructure révèle une perte de la fenestration de 
l’endothélium des capillaires péritubulaires et glomérulaires, un détachement de cellules 
endothéliales de la membrane basale ainsi que de l’apoptose des cellules endothéliales (11). 
Les lésions de tubulite et d’endartérite sont généralement minimes, à moins qu’un rejet aigu 
induit par les cellules T ne coexiste.  
Le marqueur utilisé pour détecter un rejet humoral est le marquage de la biopsie pour le 
C4d (12). En effet des anticorps ayant reconnu leur cible activent la voie classique du 
complément. Lors de la cascade d’activation du complément la molécule de C4d reste liée 
de façon covalente à la membrane de la cellule cible et signe donc la déposition d’anticorps 
anti-donneur (2). 
1.1.4 Le rejet chronique 
Malgré la disponibilité d’immunosuppresseurs efficaces pour traiter le rejet aigu, le taux de 
rejet d’allogreffe rénale est de 5% par an post-transplantation (13). Le rejet chronique 
d’allogreffes rénales peut être dû à des mécanismes cellulaires et/ou humoraux. Les 
changements chroniques affectent les glomérules, les vaisseaux, les tubules et 
l’interstitium. Les caractéristiques histologiques sont une atteinte des glomérules, des 
capillaires péritubulaires, une vasculopathie du greffon et de façon moins spécifique, de la 
fibrose interstitielle et de l’atrophie tubulaire (IFTA : interstitial fibrosis and tubular 
atrophy) (4). L’atteinte des glomérules est caractérisée histologiquement par une 
duplication ou une multilamellation de la membrane basale glomérulaire. La microscopie 
électronique montre une lamination de la membrane basale, une perte de la fenestration de 




également observer une duplication ou multilamellation de la membrane basale au niveau 
des capillaires péritubulaires (3). Cette lésion serait due à des épisodes répétés de dommage 
endothélial par des anticorps.  
 
Figure 4 - Épaississement myo-intimal dans un rejet chronique 
Lésion chronique montrant un épaississement de l’intima et quelques cellules 
mononucléées (4) 
 
La vasculopathie du greffon est le résultat d’une réaction fibroproliférative qui mène à un 
épaississement myo-intimal concentrique des artères, artérioles et capillaires du greffon 
(Figures 3 et 4). Dans les capillaires péritubulaires, en plus de la duplication de la 
membrane basale, on observe un épaississement des parois capillaires et une accumulation 
de cellules positives pour l’αSMA (14, 15).  
La vasculopathie du greffon est aussi appelée « artériosclérose du greffon » ou « 




sévère et même à une occlusion. Cette oblitération vasculaire engendre une ischémie et 
représente une cause importante de perte de fonction du greffon à long terme (16).  
1.1.5 Classification standard des différents types de rejet 
La classification de Banff standardise les paramètres morphologiques et cliniques qui 
établissent l’échelle de gravité d’un rejet rénal, de façon à uniformiser les données publiées 
et permettre ainsi une collaboration internationale. La première conférence établissant ces 
critères s’est tenue à Banff (Canada) en 1993 et ces critères ont été mis à jour jusqu’en 
2009.  
Brièvement, la validité du spécimen de biopsie et le score lésionnel sont normalisés. Le 
score lésionnel porte sur la sévérité de tubulite, d’infiltration de cellules mononucléées 
(inflammation), de glomérulite, d’épaississement hyalin artériolaire, d’artérite intimale, de 
glomérulopathie d’allogreffe, de fibrose interstitielle, d’atrophie tubulaire, d’épaississement 
fibreux de l’intima (épaississement myo-intimal), de capillarite péritubulaire, du marquage 
C4d et de l’augmentation du tissu mésangial (17, 18). Le score pour chacun des critères va 
de 0 (absence) à 3 (lésion la plus sévère). 
Il en résulte un tableau diagnostique (19) (tableau 6 en annexe) qui classe la biopsie rénale 
soit : 
1. Normale 
2. Avec rejet humoral (aigu ou chronique) 
3. Avec rejet aigu induit par les cellules T suspecté (changements limites) 
4. Avec rejet cellulaire T (aigu ou chronique) 
5. Avec fibrose interstitielle et atrophie tubulaire (IFTA - sans étiologie spécifique) 
6. Autre : changements non attribués à un rejet 




Le rejet vasculaire n’apparaît pas dans cette classification puisque c’est un terme qui 
signifie globalement une inflammation artérielle, qui peut résulter d’une atteinte cellulaire 
et/ou humorale. On peut trouver un rejet vasculaire dans les rejets aigus cellulaires et 
surtout dans les rejets aigus humoraux ainsi que dans les rejets chroniques avec la 
vasculopathie du greffon. 
1.1.6 Le rejet vasculaire dans d’autres greffes d’organes solides 
Historiquement la vasculopathie du greffon a été décrite d’abord dans des allogreffes 
rénales car le rein a été le premier organe transplanté en clinique (20). Néanmoins avec 
l’augmentation du nombre de transplantation d’autres organes solides, la vasculopathie du 
greffon a été reconnue cliniquement comme un obstacle majeur en transplantation.  
Dans le greffon cardiaque, la vasculopathie du greffon est souvent appelée coronaropathie 
du greffon. Elle est la première cause de perte du greffon à long terme (21). Comme dans le 
rein, un épaississement myo-intimal concentrique se développe dans tout l’arbre artériel, 
avec diminution de la lumière jusqu’à occlusion artérielle. Des lésions d’endartérite sont 
également observées (1, 22). 
Dans la transplantation de poumon, la survie du greffon à long terme est limitée par le rejet 
chronique caractérisé par le développement d’une fibrose des bronchioles appelée 
bronchiolite oblitérante (bronchiolitis obliterans) (23). Cette fibrose conduit à une 
diminution progressive du diamètre des bronchioles jusqu’à obstruction et à une 
détérioration de la fonction du greffon (23). Les mécanismes pathogéniques induisant une 
bronchiolite oblitérante restent encore mal définis mais plusieurs études suggèrent que le 
rejet vasculaire est un évènement initiateur déterminant dans son développement (24-27). 
En effet la perte de la microvasculature du greffon précède le développement de la 
bronchiolite oblitérante (26, 27). De plus, l’équipe du Dr Nicolls démontre, dans un modèle 
murin de transplantation orthotopique de trachée, que le rejet aigu induit initialement des 




l’ischémie dans le greffon qui mènent à un remodelage fibrotique des voies respiratoires 
(24, 25). Ces résultats suggèrent que la perte de la circulation microvasculaire est 
déterminante dans le développement du rejet chronique en transplantation pulmonaire. 
On observe également du rejet vasculaire dans une complication courante de la 
transplantation de moelle osseuse (ou de cellules souches) : la maladie du greffon contre 
l’hôte (graft versus host disease, GVHD). 60 à 70% des patients qui reçoivent une 
transplantation de cellules souches développent une GVHD (28) et la GVHD chronique est 
une cause majeure de mortalité chez les receveurs d’allogreffe de cellules souches (29). 
Lors de la GVHD, les cellules immunitaires fonctionnelles issues de la moelle osseuse du 
donneur attaquent les cellules du receveur et cela notamment dans la peau. Des dommages 
vasculaires ont été décrits chez les patients souffrant de GVHD aigue (30) et le remodelage 
vasculaire observé chez ces patients est similaire à celui observé dans la vasculopathie du 
greffon (31). 
Le rejet vasculaire est donc fréquemment observé, quelque soit le type de rejet ou le type 
d’organe solide greffé. Il représente un risque important de dysfonction et de perte du 
greffon. 
 
1.2 Causes des dommages vasculaires 
L’hypothèse de la « réponse au dommage » (« response-to-injury ») explique la  
pathogenèse de la vasculopathie du greffon : c’est le dommage endothélial initial qui 
entraîne une réponse menant à l’épaississement myo-intimal et au remodelage vasculaire 
observé dans la vasculopathie du greffon (32, 33). L’endothélium représente en effet la 
première interface cellulaire entre le greffon et l’hôte. Cette attaque de l’endothélium par 
une réponse immunologique de l’hôte peut être cellulaire ou humorale. D’autres facteurs 




1.2.1 Les dommages d’origine immunologique 
La réponse immunitaire envers une allogreffe peut être divisée en 3 phases : la 
reconnaissance d’antigènes étrangers, l’activation de lymphocytes T antigène-spécifique et 
la phase effectrice du rejet de l’allogreffe. Dans cette partie, je décris les acteurs de la phase 
effectrice qui causent le dommage des cellules endothéliale du greffon. Les principaux 
effecteurs du dommage vasculaire sont les cellules T, les anticorps ainsi que les cellules 
natural killer (NK) (4). 
1.2.2 Les cellules T effectrices 
Le nom de cellules T vient de leur lieu de production, le thymus. Ces cellules peuvent 
endommager le greffon par cytotoxicité directe (interaction cellule/cellule) ou par leur 
production de cytokines. 
La cytotoxicité directe est induite par les lymphocytes T CD8+ qui, après avoir interagi et 
reconnu la cellule cible (cellule du greffon), la tuent par la libération de granules 
cytotoxiques (34). Ces granules cytotoxiques contiennent de la perforine ainsi que les 
granzymes A et B. La perforine s'insère dans la membrane plasmique de la cellule cible et 
forme un canal en se polymérisant (35). Les granzymes A et B, des sérines protéases, 
entrent alors dans la cellule cible et induisent la mort cellulaire par apoptose de celle-ci en 
clivant des caspases, enzymes effectrices du programme apoptotique, ainsi que d’autres 
molécules induisant l’apoptose (voir 2.1 le programme apoptotique) (34, 36). La voie 
Fas/FasL est une autre voie cytotoxique induite par les cellules T cytotoxiques (34). Après 
reconnaissance de la cellule cible, la molécule FasL (CD178), qui se trouve à la surface de 
la cellule T cytotoxique, se lie à son récepteur Fas (CD95 qui appartient à la famille des 
récepteurs de mort) présent sur la cellule cible. Cette activation de Fas mène à l’activation 





Les principales cytokines induisant une cytotoxicité cellulaire dans le rejet sont le tumor 
necrosis factor (TNF) et l’interféron γ (IFNγ) (4). Le TNFα sécrété par les lymphocytes T 
(mais aussi principalement par les macrophages) ont une activité cytotoxique locale sur les 
cellules exprimant des récepteurs au TNF (TNFR). Les cellules endothéliales rénales 
expriment le TNFR1 (37). Le TNF doit être considéré tout d’abord comme une cytokine 
pro-inflammatoire avec la capacité d’induire la mort par apoptose (38). En effet la 
signalisation du TNF via le TNFR1 est complexe et implique un cross-talk entre 
l’activation de l’apoptose, l’activation des voies de signalisation du NFκB (nuclear factor-
kappa B) et de JNK (c-Jun N-terminal kinase). Le TNF induit donc une diversité d’effets 
biologiques dont la croissance et la mort cellulaire, l’induction de réponses inflammatoire 
et immunitaire et de réponse au stress (39). L’apoptose induite par la voie du TNF est 
activée de façon similaire à la voie Fas/FasL car le TNFR appartient à la famille des 
récepteurs de mort comme Fas (38).  
L’IFNγ est une molécule importante dans la pathogénèse du dommage vasculaire chronique 
(40) mais son rôle est plus controversé dans le rejet aigu (4). C’est une cytokine sécrétée 
par les lymphocytes T CD4+ différenciés en sous-type Th1 et il est impliqué dans la 
pathogenèse du dommage vasculaire chronique. Des anticorps anti-IFNγ ou des animaux 
déficients pour l’IFNγ qui reçoivent une immunosuppression transitoire montrent une 
diminution de la vasculopathie du greffon (41-43). L’IFNγ possède une variété d’effets 
cytotoxiques indirects. Il induit notamment une augmentation de l’activité des cellules NK 
qui vont attaquer les cellules du greffon et une augmentation de la présentation antigénique 
et donc de la phase de reconnaissance des cellules du greffon par le système immunitaire de 
l’hôte. L’IFNγ induit également une augmentation de l’activité des macrophages (44). 
1.2.3 Les anticorps et les cellules NK 
Dans la réponse immunitaire humorale, ce sont les anticorps anti-donneur (ou anti-cellules 




par les lymphocytes B différenciés (plasmocytes) contre des antigènes du donneur. 
Différents mécanismes induisent une attaque cellulaire des anticorps. Le système du 
complément est le principal mécanisme responsable du dommage des cellules endothéliales 
par les anticorps. Une fois que l’anticorps anti-donneur a reconnu la cellule du greffon, la 
cascade du complément est activée et mène à la formation du complexe d’attaque 
membranaire. Ce complexe forme des pores dans la membrane de la cellule cible entraînant 
la perte de l’homéostasie cellulaire et la mort cellulaire (2). La mort cellulaire induite par le 
complément peut-être de la mort par nécrose ou par apoptose (45, 46). Plus spécifiquement, 
il a été démontré dans un modèle de glomérulonéphrite induite par les anticorps, que le 
complexe d’attaque membranaire induit de l’apoptose endothéliale (47).  
Un autre mécanisme par lequel les anticorps peuvent induire une attaque cellulaire implique 
un récepteur Fc qui lie la portion Fc (Fragment, cristallisable) des anticorps. Le FcγRIII 
(CD16) présent à la surface des cellules NK (et des macrophages) va se lier aux anticorps 
eux-mêmes liés à la cellule-cible. La cellule NK va alors induire l’apoptose de la cellule de 
la même façon qu’un lymphocyte T CD8+, en libérant des granules cytotoxiques contenant 
perforine et granzymes (voir 2.1 le programme apoptotique) (2). 
1.2.4 Les autres dommages  
Les réponses immunitaires cellulaire et humorale sont les principales sources de dommages 
de l’endothélium en transplantation, néanmoins d’autres stress non-immuns participent 
également aux dommages endothéliaux. En effet le stress d’ischémie-reperfusion, des 
déséquilibres métaboliques (comme l’hyperhomocystéinémie, l’hyperlipidémie et le 
diabète), la toxicité des médicaments immunosuppresseurs (comme les inhibiteurs de 
calcineurine), l’hypertension et les infections (comme l’infection par le cytomégalovirus) 
contribuent également au dommage vasculaire (48). Je décris ici quelques uns des 




Le dommage d’ischémie-reperfusion est inévitable en transplantation. Chronologiquement, 
c’est le premier évènement en transplantation. L’ischémie induit une déprivation en 
oxygène et en facteurs de croissance apportés par la perfusion sanguine. La déprivation de 
facteurs de croissance induit de l’apoptose dans différents types cellulaires (49-51) et 
notamment dans les cellules endothéliales (49, 52). En effet plusieurs facteurs de croissance 
sont des mitogènes mais aussi des facteurs de survie cellulaire. Un de mécanismes de la 
survie cellulaire induite par de nombreux facteurs de croissance implique l’activation de la 
voie PI3K (phosphatidylinositol-3 kinase) qui mène à la phosphorylation de la protéine 
Bad. Bad induit l’apoptose (voir 2.1.2 les molécules de famille bcl-2) et sa phosphorylation 
inhibe cette induction (53).  
Le dommage d’ischémie-reperfusion implique du stress oxydatif (54). Des espèces 
réactives de l’oxygène (ROS) sont produites durant l’ischémie lorsque peu d’oxygène est 
disponible et surtout lors de la reperfusion (54). Le stress oxydatif induit une activation des 
cellules endothéliales et peut aussi induire la mort par apoptose de ces cellules (55). Les 
ROS induisent l’activation de la protéine apoptosis-signaling kinase 1 (ASK1) par 
différentes voies (55). Les ROS peuvent diminuer le niveau de gluthathion réduit ou de 
thioredoxine réduite intracellulaire. Ces protéines sont normalement liées à l’ASK1 et la 
garde dans sa forme inactive (56, 57). Les ROS peuvent également libérer l’ASK1 d’un 
autre de ses inhibiteurs cellulaire, la protéine 14-3-3 (58). Enfin les ROS peuvent 
augmenter l’activité de la protéine kinase D (PKD) qui s’associe à l’ASK1 et faciliter son 
oligomérisation, son autophosphorylation et donc son activation (59). L’ASK1 va alors 
activer les voies p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) et/ou JNK qui vont induire 
la mort par apoptose de la cellule endothéliale (CE) (55). Les ROS peuvent également 
induire du dommage endothélial de façon indirecte en oxydant les lipoprotéines de basse 
densité (LDL). Les LDL oxydés (oxLDL) représentent un marqueur pronostique de 
vasculopathie du greffon cardiaque (60). Ils possèdent diverses activités biologiques et sont 
des agents proinflammatoires puissants dans la paroi vasculaire (61). Les oxLDL peuvent 




L’homocystéine, un acide aminé soufré résultant du catabolisme de la méthionine ou de la 
cystathionine, a été impliquée dans le développement de la vasculopathie du greffon (65). 
L’élévation du niveau d’homocystéine induit des dommages vasculaires, principalement à 
l’endothélium (66). L’homocystéine peut notamment induire l’apoptose des cellules 
endothéliales (67). 
La cyclosporine et le tacrolimus sont médicaments immunosuppresseurs de la famille des 
inhibiteurs de la calcineurine qui possèdent une toxicité vasculaire. Ils peuvent induire 
d’une part, une artériolopathie, c’est-à-dire une atteinte des artérioles. On observe alors une 
hyalinisation nodulaire dans l’adventice des artérioles. Les inhibiteurs de la calcineurine 
peuvent également induire une microangiopathie thrombotique dans laquelle on observe 
des thrombi dans la lumière des artérioles (9). Une étude dans un modèle de transplantation 
aortique chez le rat, suggère que la cyclosporine induit un épaississement myo-intimal (68). 
Les mécanismes impliqués dans l’apparition de ces effets secondaires ne sont pas encore 
complètement compris. Néanmoins il est connu que les inhibiteurs de la calcineurine 
peuvent induire une hyperlipidémie et de l’hypertension qui représentent des facteurs de 
risque dans le développement de la vasculopathie du greffon (9). Il a été également 
démontré que la cyclosporine induit du stress au niveau du réticulum endoplasmique qui 
contribue au dommage endothélial et à des changements phénotypiques dans la CE (69).  
Les dommages de l’endothélium dans le rejet vasculaire sont donc majoritairement induits 
par la réponse immunitaire allogénique du receveur contre le greffon mais aussi par des 






1.3 L’athérosclérose : « une vasculopathie du greffon retardée » 
L’athérosclérose et la vasculopathie du greffon sont deux maladies athéromateuses qui 
présentent des similarités et des différences. Au niveau pathologique, les lésions 
athérosclérotiques sont complexes, mais comme dans la vasculopathie du greffon, on 
observe un épaississement myo-intimal et une diminution du diamètre de la lumière du 
vaisseau (figure 5). En général la vasculopathie du greffon se distingue de l’athérosclérose 
par la présence d’un épaississement myo-intimal diffus et concentrique des artères, 
artérioles et capillaires (figure 6). Les lésions focales, la nécrose, la calcification ou les 
fissures de cholestérol observées classiquement en athérosclérose sont peu présentes dans 
les lésions de vasculopathie du greffon typiques à moins que ces lésions ne se forment sur 
une plaque athérosclérotique pré-existante. Occasionnellement, l’accumulation de 
cholestérol et des lésions similaires à des plaques athéromateuses (dépôts lipidiques sur la 
paroi des artères) peuvent être observées à des stades  avancés de vasculopathie du greffon. 
Des infiltrats inflammatoires composés de cellules T, de macrophages et de cellules NK 
sont observés de façon variable dans les deux cas, même s’ils tendent à être distribués de 
façon diffuse dans la vasculopathie du greffon, alors qu’ils sont plutôt en périphérie des 
plaques dans l’athérosclérose (48). La cinétique d’apparition des lésions dans la 
vasculopathie du greffon et en athérosclérose est très différente. En effet les lésions dans la 
vasculopathie du greffon se développent dès la première année post-transplantation et de 
façon rapide alors que dans l’athérosclérose les lésions se développent sur des dizaines 





Figure 5 - Artère coronaire distale avec athérosclérose complexe et diminution de la 
lumière (71) 
Au niveau étiologique, dans ces deux maladies on note de la dysfonction endothéliale et la 
présence d’apoptose (70). L’hypothèse de « réponse au dommage » explique la 
pathogenèse du remodelage vasculaire observé dans l’athérosclérose et la vasculopathie du 
greffon (32, 33, 72, 73). Des facteurs immunologiques et non-immunologiques contribuent 
au dommage vasculaire dans les deux cas. Beaucoup sont communs à ces deux maladies : 
hyperlipidémie, diabète, stress oxydatif, hypertension, modulation du profil cytokinique, 
inflammation, infections, etc (70). Néanmoins certains facteurs sont exclusifs à la 
vasculopathie du greffon, comme l’ischémie-reperfusion et la compatibilité du CMH entre 
le donneur et le receveur.  
Les différences entre l’athérosclérose typique et la vasculopathie du greffon sont 





Figure 6 - Comparaison de l’aspect morphologique de l’athérosclérose typique et de la 





Tableau 1 – Principales différences entre la vasculopathie du greffon et l’athérosclérose
Vasculopathie du greffon Athérosclérose 
Atteinte diffuse 
Lésions concentriques 
Histologie : hyperplasie intimale composée 
de cellules αSMA+, limitante élastique 
interne intacte, infiltration de cellules 
mononucléées variable 
Incidence rapide (mois) 
Dommages induits par le système 
immunitaire principalement (allogénicité) 
Lésions focales 
Lésions excentriques 
Histologie : plaque complexe, avec 
athérome, calcification, rupture de la 
limitante élastique interne,                 
infiltrats épars 
Incidence tardive (années) 
Dommages induits par le stress oxydatif et 
réaction inflammatoire 
(monocytes/macrophages) 
Adapté de (48) 
Le rejet vasculaire est un type fréquent de rejet quelque soit l’organe solide transplanté. Le 
remodelage vasculaire associé au rejet est similaire dans le rejet rénal et cardiaque ainsi que 
dans la bronchiolite oblitérante qui se développe dans le rejet pulmonaire. Il se développe 
un épaississement myo-intimal des artères, artérioles et capillaires du greffon qui diminue 
la lumière des vaisseaux et ultimement à mène son occlusion et une ischémie des tissus 
perfusés par les vaisseaux sains. Dans la GVHD, qui est une complication fréquente de 
transplantation de moelle osseuse ou de cellules souches, on observe une atteinte 
microvasculaire au niveau de la peau qui peut également s’apparenter à un rejet vasculaire.  
Le rejet vasculaire dans sa forme chronique, la vasculopathie du greffon, est une cause 
importante de dysfonction et de perte du greffon à long terme. Les dommages endothéliaux 
peuvent être induits par des facteurs immuns et non-immuns mais sont majoritairement 
induits par une réponse immunitaire allogénique qui implique une réponse cellulaire et 
humorale. Ce dommage endothélial est déterminant dans l’initiation de la réponse menant à 
l’épaississement myo-intimal et au remodelage vasculaire observés dans la vasculopathie 
du greffon. Ces dommages impliquent souvent la mort cellulaire par apoptose que je décris 





2 L’apoptose endothéliale 
2.1 Le programme apoptotique 
L’apoptose est un type de mort cellulaire. En effet la mort cellulaire peut être classifiée en 
fonction de l’aspect morphologique de la cellule (qu’il soit apoptotique, nécrotique, 
autophagique ou associé à la mitose) (74). L’expression « apoptose » a été utilisée pour la 
première fois par l’équipe de Kerr pour décrire un aspect morphologique spécifique de la 
mort cellulaire. Ce mot provient d'une locution grecque évoquant la « chute des feuilles » 
(75). L’apoptose s’accompagne de plusieurs des modifications morphologiques suivantes : 
d’un arrondissement de la cellule, d’une rétraction des pseudopodes, d’une réduction du 
volume cellulaire (pycnose), d’une condensation de la chromatine, d’une fragmentation 
nucléaire (cariorrhexie) et d’un « bourgeonnement » (blebbing) de la membrane plasmique. 
Néanmoins la membrane plasmique conserve son intégrité jusqu’aux stades ultimes de 
l’apoptose (74). Le processus de « blebbing » aboutit finalement à la formation de vésicules 
appelées corps apoptotiques (76).  
2.1.1 Les caspases et leurs substrats 
Le programme apoptotique induit l’activation des caspases qui orchestrent principalement, 
mais pas exclusivement, l’exécution de la mort cellulaire (77). Les caspases sont des 
protéases qui sont produites dans un état inactif, comme pro-enzymes. Les caspases actives 
sont formées d’une petite et d’une grande sous-unité assemblées après clivage de la pro-
enzyme. Les caspases contiennent un acide aminé cystéine dans leur site actif et requièrent 
un acide aminé aspartate dans le site de clivage de leurs substrats, d’où leur nom de 
caspases pour cysteinyl aspartate-specific proteinase (77). On distingue les caspases 




caspases, et les caspases effectrices qui sont activées par d’autres caspases et vont cliver la 
majorité des substrats lors de l’apoptose.  
Toutes les voies apoptotiques mènent à l’activation des trois caspases effectrices majeures : 
les caspases-3, -6 et -7 (76). Ces caspases effectuent la plupart de la protéolyse observée 
durant la phase catabolique de l’apoptose (76). À ce jour, près de 400 substrats des caspases 
ont été identifiés chez les mammifères (78) et il est probable que le clivage de beaucoup de 
ces protéines contribuent à la mort cellulaire (76).  
Beaucoup de substrats des caspases sont des protéines du cytosquelette. Des protéines des 
microfilaments d’actine (dont l’actine elle-même) ainsi que des protéines associées à 
l’actine (la myosine par exemple) sont des substrats des caspases (79, 80). Des protéines 
des microtubules et des filaments intermédiaires (dont les lamines nucléaires) sont 
également ciblées par les caspases (76). La protéolyse de ces constituants du cytosquelette 
contribue vraisemblablement à l’arrondissement de la cellule et à la rétraction des 
pseudopodes observés dans les phases initiales de l’apoptose. La kinase effectrice de Rho 
ROCK1 (Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase 1), qui régule la dynamique 
du cytosquelette d’actine, est également la cible des caspases. Le clivage de ROCK1 par les 
caspases induit un état constitutivement actif de cette kinase menant à la contraction des 
fibres d’actine. Ceci contribue au phénomène de « blebbing » aux endroits 
d’affaiblissement du squelette d’actine (81, 82). La protéolyse de ces différentes protéines a 
également un rôle dans la fragmentation nucléaire (76).  
Les caspases ciblent beaucoup de protéines impliquées dans des processus cellulaires 
vitaux comme la transcription (par exemple la protéine nuclear factor of activated T cells –
NFAT-  et les protéines NFκB p50 and p65) et la traduction (par les facteurs d’initiation de 
la traduction eIF2a, eIF3 et eIF4) (78). L’export extracellulaire de protéines est également 
affecté. En effet, l’appareil de Golgi est fragmenté durant l’apoptose. Cette fragmentation 
implique le clivage par la caspase-3 de la protéine GRASP65 qui régule la structure et le 




Un des marqueurs précoces d’apoptose est la dégradation de l’ADN génomique. Cette 
dégradation s’accompagne classiquement d’une condensation de la chromatine. Cette 
dégradation est initiée par le clivage de ICAD, l’inhibiteur de la DNase activée par les 
caspases (CAD). Ce clivage de ICAD libère CAD ce qui catalyse le clivage de l’ADN 
interibosomal (85, 86). Parallèlement, la protéolyse de la protéine MST1 (mammalian 
sterile-20 kinase) par la caspase-3 induit la translocation du fragment actif de cette kinase 
au noyau où elle phosphoryle l’histone H2B entraînant une condensation de la chromatine 
(87, 88). 
2.1.2 Les molécules de la famille Bcl-2 
Outre les caspases, les protéines de la famille Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) ont un rôle 
crucial dans la régulation de l’apoptose. La famille Bcl-2 comprend 3 sous-familles : 
- La sous-famille des protéines Bcl-2 anti-apoptotiques (BCL-2, BCL-XL, BCL-W, 
MCL1, BCL2A1, BCL-B) qui contiennent 4 domaines d’homologie Bcl-2 
(domaines BH, BH1 à BH4). La plupart contiennent également un domaine 
transmembranaire et sont donc des protéines typiquement associées aux membranes.  
- La sous-famille des protéines Bcl-2 pro-apoptotiques (BAX, BAK et BOK) qui ne 
contiennent que 3 domaines BH (domaines BH1 à BH3). Les membres de cette 
sous-famille induisent l’apoptose en formant des pores dans la membrane externe de 
la mitochondrie, ce qui libère le cytochrome c et perpétue le processus apoptotique. 
- La sous-famille « BH3-only » qui ne contiennent que le domaine BH3. Les 
protéines de cette sous-famille sont structuralement variées et n’ont qu’une 
homologie pour le domaine BH3. Ces protéines, au nombre de 8 (BID, BAD, BIM, 
BIK, BMF, NOXA, PUMA et HRK) sont pro-apoptotiques en induisant 





Les protéines Bcl-2 anti-apoptotiques bloquent l’apoptose en liant les protéines Bcl-2 pro-
apoptotiques, les gardant dans leur forme inactive. C’est l’équilibre entre les membres pro-
apoptotiques et anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 qui détermine la mort ou la survie 
cellulaire (76, 89). 
2.1.3 Les différentes voies apoptotiques 
J’ai défini les principaux acteurs de l’apoptose que sont les caspases et les protéines de la 
famille Bcl-2. Le processus apoptotique peut se dérouler selon trois voies : la voie 
extrinsèque, la voie intrinsèque et la voie activée par le granzyme B (figure 7) (76).  
L’activation des caspases par la voie extrinsèque (voie 1) implique la liaison de ligands 
extracellulaires à des récepteurs de mort transmembranaires (comme la voie Fas/FasL et 
TNF). L’engagement de ces récepteurs induit le recrutement de protéines adaptatrices, 
comme la protéine FADD (Fas-associated death domain protein), ce qui recrute alors la 
caspase-8. La proximité l’une de l’autre de plusieurs molécules de caspase-8 promeut leur 
clivage et leur auto-activation. La caspase-8 active va à son tour cliver les caspases-3 et -7 
responsables de la protéolyse de nombreux substrats et de la phase effectrice du programme 
apoptotique. 
La voie intrinsèque (voie 2) est principalement induite par des stimuli qui ne dépendent pas 
de récepteurs, comme la déprivation de facteurs de croissance, du dommage à l’ADN ou un 
stress cytotoxique. Ces stress divers induisent l’activation d’une ou de plusieurs protéines « 
BH3-only ». L’effet inhibiteur des protéines Bcl-2 anti-apoptotiques est alors levé et il y a 
oligomérisation de BAX et/ou BAK pour former des pores dans la membrane externe de la 
mitochondrie. Ceci libère des protéines pro-apoptotiques dans le cytosol dont le 
cytochrome c. Le cytochrome c va permettre l’assemblage de l’apoptosome composé de la 
protéine APAF1 (Apoptotic peptidase activating factor 1), du cytochrome c et de la pro-
caspase-9. Cet assemblage promeut l’activation de la caspase-9 qui propage la cascade 




Dans certaines conditions, il peut y avoir un crosstalk entre les voies extrinsèque et 
intrinsèque. La caspase-8 peut cliver la protéine « BH3-only » BID. La forme tronqué de 
BID (tBID) va alors induire la libération mitochondriale du cytochrome c. 
 
Figure 7 - Voies d'activation des caspases (76) 
Enfin dans la voie 3, le granzyme B, comme les caspases clive ses substrats après un résidu 




2.2 Importance de l’apoptose endothéliale dans le rejet vasculaire 
La présence d’apoptose endothéliale a été démontrée dans de nombreux contextes de rejet 
vasculaire. Des cellules endothéliales apoptotiques ont été observées dans les artères 
coronaires de greffons cardiaques chez l’humain qui avaient des lésions précoces de 
vasculopathie du greffon (90). La présence d’apoptose endothéliale a également été  
observée dans un modèle murin de transplantation cardiaque hétérotopique entre des souris 
allo-incompatibles pour des antigènes mineurs d’histocompatibilité. L’apoptose 
endothéliale dans ce modèle précédait le développement de la néointima (91). Dans ce 
modèle, l’infiltration des cellules T était comparable entre des souris receveuses sauvages 
ou déficientes pour la perforine, mais ces dernières présentaient moins d’apoptose 
endothéliale comparées aux souris sauvages, et développaient moins de changements fibro-
prolifératifs. Des résultats similaires ont été rapportés chez des souris receveuses 
déficientes pour granzyme B (92). La présence d’apoptose endothéliale, au niveau 
glomérulaire et des cellules endothéliales péritubulaires, a également été documentée dans 
des modèles de vasculopathie du greffon rénal (8, 14, 15, 93) et dans des biopsies rénales 
chez l’humain présentant des lésions de vasculopathie du greffon (94). Dans un modèle 
porcin de rejet vasculaire aigu suivi du développement d’une vasculopathie du greffon 
rénal, le rejet aigu et persistant (humoral et cellulaire) induit de l’apoptose endothéliale. Les 
résultats obtenus dans ce modèle suggèrent que cette apoptose endothéliale soutenue dans 
le temps est déterminante dans le développement de la vasculopathie du greffon (8, 14, 15, 
93). 
Comme je l’ai déjà mentionné, l’apoptose endothéliale initiale est déterminante dans le 
remodelage vasculaire observé dans la vasculopathie du greffon et dans l’athérosclérose tel 
que le décrit la théorie de réponse au dommage (32, 33, 72, 73). Il est donc crucial de 





2.2.1 Apoptose endothéliale et recrutement cellulaire 
Un recrutement cellulaire est observé aux sites de dommages. Ce recrutement implique un 
processus de chimiotactisme cellulaire et l’adhésion des cellules attirées au site de 
dommage. Des leucocytes mononucléés sont recrutés aux sites de dommage endothélial 
(73). Le recrutement de leucocytes dépend de la sécrétion locale de chimiokines qui 
induisent une migration dirigée de ces cellules au site de dommage. Dans la vasculopathie 
du greffon, il a été démontré que MCP-1 (Monocyte chemotactic protein 1, également 
appelé CCL2) joue un rôle central dans le recrutement de leucocytes mononucléés. Dans un 
modèle murin de transplantation cardiaque, le transfert d’un gène dominant négatif pour 
MCP-1 diminue le nombre de leucocytes mononucléés qui s’accumulent dans la lumière 
des artères coronaires et diminue l’hyperplasie néointimale (95). La surface membranaire 
des cellules endothéliales apoptotiques et des corps apoptotiques contiennent plus de 
phospholipides oxydés que les cellules normales (96). Ceci stimule la production de MCP-1 
(97) par les cellules endothéliales voisines vivantes et permet le recrutement de leucocytes 
mononucléés au site de dommage endothélial. Les cellules apoptotiques libèrent également 
de la lysophosphatidylcholine qui agit comme chimioattractant pour les leucocytes 
mononucléés (98). Ces leucocytes attirés au site de dommage doivent adhérer aux cellules 
endothéliales pour être effectivement recrutés. L’expression des molécules d’adhésion 
ICAM-1 (Inter-Cellular Adhesion Molecule 1 ou CD54) et VCAM-1 (vascular cell 
adhesion molecule 1 ou CD106) est augmentée dans la vasculopathie du greffon (99, 100). 
L’apoptose endothéliale peut, de façon paracrine, augmenter l’expression de ces 2 
molécules d’adhésion à la surface des cellules endothéliales voisines vivantes (52, 101). 
Les leucocytes recrutés produisent un grand nombre de facteurs pouvant influencer le 
remodelage vasculaire, comme le facteur tissulaire (102), TGF-β1 (transforming growth 
factor β1) et PDGF (platelet-derived growth factor) ce qui favorise la prolifération et 





Il n’y a pas seulement un recrutement de leucocytes mononucléés au site de dommage mais 
également un recrutement de cellules souches et progénitrices permettant la réparation des 
tissus lésés. C’est le cas notamment de cellules endothéliales progénitrices (EPC) (103) et 
de cellules souches mésenchymateuses (CSM) (104, 105). Ces cellules peuvent être attirées 
au site de dommage par la sécrétion de chimiokines par les leucocytes déjà recrutés mais 
aussi par des chimiokines produites suite à l’apoptose endothéliale (101). Les corps 
apoptotiques sont essentiels au recrutement des EPC au site de dommage endothélial dans 
un modèle dans lequel un dommage est appliqué localement dans une monocouche de 
cellules endothéliales rétiniennes (101). Il a également été démontré que les cellules 
endothéliales apoptotiques sont pro-adhésives pour les CSM (106). Le recrutement de EPC 
au site de dommage endothélial permet une ré-endothélialisation plus rapide et diminue la 
formation de néointima (107). Il a été démontré qu’à l’inverse, les CSM peuvent y 
contribuer (108) (voir 3.1.3.3 Cellules souches et formation de néointima). 
2.2.2 Apoptose endothéliale et perte des fonctions endothéliales 
La conséquence la plus évidente de l’apoptose endothéliale est la perte de la continuité de 
la monocouche endothéliale et de la fonction normale de cet endothélium. Les cellules 
endothéliales régulent l’échange de fluides et de macromolécules entre le sang et les tissus 
et participent à la régulation de la pression sanguine (55). Mais la fonction endothéliale la 
plus importante dans l’initiation du remodelage vasculaire est la prévention de la 
coagulation et de la thrombose par différents mécanismes. La cascade de coagulation active 
une série de complexes ayant une activité protéolytique. L’assemblage de ces complexes 
nécessite l’exposition de phosphatidylsérine à l’extérieur de la cellule. Ce phospholipide 
membranaire est normalement présent à l’intérieur de la cellule et est exposé à l’extérieur 
de la cellule lors de l’apoptose. La dégranulation plaquettaire est une autre source de 
surfaces riches en phosphatidylsérine. Les cellules endothéliales inhibent cette 
dégranulation. Les cellules endothéliales sécrètent ou lient également plusieurs facteurs qui 




prostacycline (ou prostaglandine I2), des inhibiteurs de la voie du facteur tissulaire, la 
thrombomoduline, le co-facteur de la protéine S, l’activateur du plasminogène tissulaire et 
le perlécan (55). De plus le NO inhibe la prolifération et la migration des cellules 
musculaires lisses vasculaires (CMLV) (109) et la prostacycline maintient les CMLV dans 
un état différencié et quiescent (110) inhibant ainsi la formation de néointima. La perte des 
propriétés anticoagulante et antithrombogénique des cellules endothéliales a été impliquée 
dans la formation de la néointima et le remodelage vasculaire inadapté (73, 111).  
2.2.3 Réponse paracrine induite par les cellules endothéliales 
La réponse paracrine induite par l’apoptose endothéliale est complexe, fait intervenir de 
nombreux facteurs et agit sur de nombreux types cellulaires. Les travaux de Dre Hébert et 
son équipe se concentrent sur la compréhension de cette réponse paracrine. J’ai déjà 
indiqué que l’apoptose endothéliale induit de façon paracrine l’expression des molécules 
ICAM-1 et VCAM-1 à la surface des cellules endothéliales voisines vivantes (52). 
L’apoptose endothéliale induit également une résistance à l’apoptose, une augmentation de 
la prolifération et un effet angiogénique sur les cellules endothéliales voisines vivantes 
(112). L’apoptose endothéliale libère des médiateurs actifs aussi sur les cellules 
musculaires lisses vasculaires (CMLV) et les fibroblastes (113-117). Ces médiateurs 
induisent une résistance à l’apoptose des CMLV dépendante de l’activation de la voie 
ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases 1 and 2), de la prolifération, augmentent 
l’expression de BCL-XL et diminuent l’expression de p53 (113). Chez les fibroblastes, ces 
médiateurs induisent une résistance à l’apoptose et une différenciation myofibroblastique 
dépendante de l’activation de la voie PI3K (phosphatidylinositol-3 kinase), augmentent 
l’expression de BCL-XL et diminuent l’expression de BIM (115). 
L’étude du protéome libéré spécifiquement par les cellules endothéliales apoptotiques a 
mené à l’identification de différents médiateurs actifs sur les CMLV et les fibroblastes 
(113-118). Le premier médiateur identifié est un fragment C-terminal du perlécan (113), 




endothéliales apoptotiques libèrent de la cathepsine-L de façon caspase-dépendante (118). 
La cathepsine-L clive le perlécan et génère ainsi un fragment C-terminal correspondant au 
dernier motif laminine G (LG3) du domaine V du perlécan (118).  Le LG3 est angiostatique 
(voir 4.2.2.3 Endorepelline et LG3) (119). Le LG3 est également anti-apoptotique pour les 
fibroblastes via son interaction avec le récepteur intégrines α2β1 et l’activation subséquente 
de la voie PI3K (116). Le CTGF (connective tissue growth factor) est un autre médiateur 
libéré spécifiquement lors de l’apoptose endothéliale qui induit une différenciation 
myofibroblastique (117). Si certains de ces médiateurs actifs sont solubles, les cellules 
endothéliales apoptotiques libèrent aussi des nanovésicules qui contiennent d’autres 
médiateurs actifs sur les CMLV (114). Le TCTP (translationally controlled tumor protein) 
associé aux nanovésicules libérées lors de l’apoptose endothéliale a en effet une activité 
anti-apoptotique et active la voie ERK1/2 chez les CMLV (114).  
Les effets paracrines de l’apoptose endothéliale sur les CMLV et les fibroblastes, le 
recrutement cellulaire au site de dommage endothélial ainsi que la perte des fonctions 
anticoagulante et antithrombogénique de l’endothélium initieraient donc le remodelage 
vasculaire inadapté dans le rejet vasculaire et l’athérosclérose. 
 
2.3 Autres programmes associés à la mort cellulaire 
Le dommage vasculaire induit souvent la mort des cellules endothéliales par apoptose mais 
implique également d’autres programmes associés à la mort cellulaire, telles que 
l’autophagie et la mort cellulaire programmée par nécrose. 
2.3.1 L’autophagie 
L’autophagie est caractérisée par la séquestration de matériel cytoplasmique dans des 
organelles spécialisés, à double membrane, appelés autophagosomes. Lors du processus 
autophagique, les autophagosomes fusionnent avec les lysosomes pour former des 




hautement régulé qui peut être impliqué dans le remplacement de protéines à longue durée 
de vie et d’organelles de façon globale dans la cellule ou cibler des organelles spécifiques. 
L’autophagie n’est pas à proprement parler un type de mort cellulaire programmée. 
L’autophagie a un rôle homéostasique mais permet aussi l’adaptation du métabolisme  
cellulaire à une carence en nutriments. En catabolisant des macromolécules, l’autophagie 
génère de nouveaux substrats métaboliques pour répondre aux besoins énergétiques de la 
cellule et adapter la synthèse protéique de façon à permettre la survie cellulaire (120). Il 
n’est pas encore clair à ce jour que l’autophagie induit la mort cellulaire et lorsqu’on parle 
de mort cellulaire par autophagie il s’agit plutôt de mort cellulaire accompagnée 
d’autophagie (74). Néanmoins dans certains cas, l’autophagie apparaît comme un effecteur 
de la mort cellulaire car des expériences avec inhibition de l’autophagie diminue la mort 
cellulaire (121). L’autophagie pourrait induire la mort cellulaire de deux façons. D’une part 
les effets cytotoxiques de l’autophagie pourraient expliquer la mort cellulaire. En effet si le 
processus autophagique détruit des protéines cytosoliques et des organelles au-delà d’un 
certain seuil, cela pourrait provoquer une atrophie cellulaire irréversible et l’arrêt des 
fonctions cellulaires vitales (120). D’autre part l’autophagie peut induire l’apoptose ou la 
nécrose. Par exemple, les cellules T CD4+ exprimant CXCR4 qui interagissent avec des 
cellules exprimant des glycoprotéines d’enveloppe codées par HIV-1 développent d’abord 
une réponse autophagique puis une réponse apoptotique. Dans ce modèle, l’inhibition de 
l’autophagie par la déplétion de beclin-1 ou ATG7 (Autophagy-related protein 7) (deux 
protéines nécessaires à la réponse autophagique) inhibe l’apoptose (122). Une étude montre 
que la catalase, une enzyme qui régule la formation de ROS, est éliminée de façon sélective 
lors de l’autophagie et que cette déplétion de la catalase induit la mort cellulaire par nécrose 
par l’accumulation de ROS. L’inhibition de l’autophagie dans ce modèle prévient cette 
accumulation de ROS et la nécrose (123). L’autophagie est alors une réponse primaire au 






Figure 8 - Crosstalk entre autophagie et apoptose (120) 
Des stress similaires peuvent induire soit de l’autophagie soit de l’apoptose dépendamment 
du contexte. Il est possible que différents seuils de sensibilité puissent déterminer 
l’induction d’un processus autophagique ou apoptotique. Le choix entre ces deux processus 
peut également être influencé par le fait que l’apoptose et l’autophagie présentent un certain 
degré d’inhibition mutuelle. Dans certains cas, un phénotype mixte d’autophagie et 
d’apoptose coexistent dans une même cellule. Même si l’autophagie permet l’adaptation 
d’une cellule au stress, trop d’autophagie pourrait aussi tuer la cellule (figure 8) (120). 
La mort par autophagie reste encore aujourd’hui controversée et beaucoup de questions 
restent sans réponse. Il est en effet curieux que l’autophagie qui permet la survie cellulaire 
puisse également être impliquée dans la mort cellulaire et le mécanisme permettant la 
décision entre la survie et la mort lors du processus autophagique est mal défini (121). 
Quelques études ont été menées pour comprendre le rôle de l’autophagie dans 
l’athérosclérose (124) mais son rôle dans le dommage vasculaire est encore peu exploré à 
ce jour. Les cellules endothéliales exposées à un stress oxydatif peuvent mourir par 
apoptose mais peuvent également montrer des caractéristiques d’autophagie (125) et son 




2.3.2 Nécrose programmée ou nécroptose 
La nécrose est caractérisée morphologiquement par une augmentation du volume de la 
cellule (oncose), un gonflement des organelles, une rupture de la membrane plasmique et la 
perte du contenu intracellulaire (74). Pendant longtemps la nécrose a été considérée comme 
un phénomène accidentel, un type de mort cellulaire non contrôlée. Néanmoins de plus en 
plus de preuves indiquent que la nécrose est un processus finement régulé (124, 126). Par 
exemple, l’activation de plusieurs récepteurs peut mener à l’induction de la nécrose, comme 
certains récepteurs de mort et des récepteurs Toll-like. L’induction de la nécrose par ces 
voies dépend de l’activation des kinases RIP1 et RIP3 (receptor-interacting serine-threonine 
kinase 1 et 3) (127). Certains auteurs désignent la nécrose programmée par nécroptose (74). 
J’ai décrit que le TNF-α est une des cytokines participant au dommage vasculaire dans le 
rejet vasculaire (voir 1.2.2). Le TNF-α peut induire une réponse apoptotique mais peut 





Figure 9 - Induction de l'apoptose ou de la nécrose par le TNF (127) 
La liaison du TNF-α à son récepteur (TNFR) induit l’assemblage d’un complexe composé 
de la caspase-8 (casp-8), de FADD et de RIP1. La caspase-8 activée clive RIP1 ce qui 
l’inactive. La suite de la cascade d’activation mène alors à la mort cellulaire par apoptose. 
Dans les cellules qui expriment RIP3 et dans lesquelles l’activation des caspases n’est pas 
complète, l’activation de la voie du TNF-α induit l’assemblage d’un complexe comprenant 
la caspase-8, FADD, RIP1 et RIP3. Dans ce contexte, RIP3 va alors interagir avec 
différentes enzymes bioénergétiques dont la glycogène phosphorylase (PYGL), la 
glutamate-ammoniac ligase (GLUL) et la glutamate déshydrogénase 1 (GLUD1), 
augmentant ainsi leur activité catalytique. L’augmentation de la glycogénolyse et de la 




finalement en une surproduction de ROS. L’excès de ROS, induit une perméabilisation 
membranaire de la mitochondrie et la nécrose induite par le TNF (figure 9) (127). 
Les différents stress présents dans le rejet vasculaire et l’athérosclérose induisent un 
dommage endothélial. La mort de la CE se fait le plus souvent par apoptose mais peut 
également impliquer une réponse autophagique et de la nécrose programmée. L’apoptose 
endothéliale entraîne une réponse paracrine complexe qui initie la formation de néointima 
et du remodelage vasculaire inadapté. 
 
3 La formation de néointima 
La formation de néointima est une caractéristique commune de  l’athérosclérose, de la 
vasculopathie du greffon, et fait également suite à dommage vasculaire mécanique induit 
par exemple lors d’angioplastie. Comme je l’ai déjà indiqué, la formation de néointima 
résulte de l’accumulation de cellules mononucléées, de matrice extracellulaire et de cellules 
positives pour l’actine musculaire lisse alpha (αSMA). Ces cellules néointimales 
contractiles peuvent provenir de différentes sources. Classiquement dans la littérature il est 
décrit que les CMLV de la media se dédifférencient et migrent vers l’intima où elles 
s’accumulent (72, 73). Il a également été décrit que des fibroblastes de l’adventice peuvent 
participer au développement de la néointima (128). Plus récemment de nombreuses études 
montrent que des cellules souches contribuent à la formation de la néointima (129). Les 
CSM, en particulier, présentent un grand potentiel pour le développement de 




3.1 Les cellules contractiles néointimales 
3.1.1 Les cellules musculaires lisses vasculaires 
Les CMLV sont des cellules de la media des vaisseaux dont la principale fonction est de 
réguler la tonicité des vaisseaux, la pression sanguine et la distribution du flux sanguin. Les 
CMLV chez l’adulte, dans des conditions physiologiques, prolifèrent très peu, ont une 
activité de synthèse faible et expriment un répertoire unique de protéines contractiles, de 
canaux ioniques et de molécules de signalisation nécessaires à leur fonction contractile. Ce 
phénotype est souvent appelé « phénotype contractile » (130). Les CMLV conservent une 
grande plasticité et peuvent changer de phénotype en réponse à des signaux locaux. 
Notamment en réponse à un dommage vasculaire, les CMLV prolifèrent beaucoup, migrent 
et leur capacité synthétique augmente. Elles sécrètent entre autres, des protéines de la 
matrice extracellulaire (MEC), diverses protéases et des cytokines pro-inflammatoires. Ce 
phénotype est souvent appelé « phénotype synthétique ». Ce changement de phénotype joue 
un rôle critique dans la réparation vasculaire. Lors de la résolution du dommage, les 
signaux locaux qui induisent ce changement de phénotype, disparaissent et les CMLV 
réacquièrent un phénotype « contractile » (130). 
3.1.2 Les fibroblastes 
Les fibroblastes sont les cellules les plus abondantes dans le tissu conjonctif. Leur fonction 
principale est de maintenir la structure du tissu conjonctif en sécrétant diverses protéines de 
la MEC comme du collagène et des glycosaminoglycanes. Les fibroblastes jouent un rôle 
critique dans la cicatrisation de plaies. Dans la paroi vasculaire les fibroblastes sont la 
principale composante cellulaire de l’adventice. L’activation des fibroblastes induit 
l’expression d’αSMA, l’apparition de fibres de stress qui se terminent à la surface de la 
cellule aux points d’adhésions focaux, l’augmentation de la synthèse de collagène I et 




appelées myofibroblastes et présentent des propriétés contractiles (131). Dans divers 
contextes de lésion vasculaire, les fibroblastes peuvent participer à la formation de la 
néointima : greffe autologue artério-veineuse, vasculopathie du greffon et lésion 
endovasculaire induite mécaniquement (128, 132). Notamment  dans un modèle 
expérimental de lésion endovasculaire induite par ballon, des fibroblastes de l’adventice 
transduits pour exprimer la β-galactosidase (LacZ) et introduits dans l’adventice 
immédiatement après dommage, migrent et se retrouvent dans la néointima des vaisseaux 
lésés (132). 
3.1.3 Les cellules souches mésenchymateuses 
3.1.3.1 Généralités 
Les cellules souches sont des cellules avec 2 propriétés essentielles : la capacité d’auto-
renouvellement et la capacité de se différencier en plusieurs types cellulaires. Cette capacité 
à se différencier classe les cellules souches en totipotentes, pluripotentes, multipotentes ou 
oligopotentes. Du zygote jusqu’au blastomère au stade 8 cellules, ce sont les seules cellules 
totipotentes, c’est-à-dire capables de se différencier en tout type cellulaire, y compris les 
tissus extra-embryonnaires et donc capables de reconstituer un organisme entier. Les 
cellules souches embryonnaires sont des cellules pluripotentes, c’est-à-dire capables de se 
différencier en cellules des 3 feuillets embryonnaires. Les cellules souches adultes peuvent 
être :  
- multipotentes : les cellules multipotentes peuvent se différencier en plusieurs types 
cellulaires mais en nombre plus restreint, par exemple les cellules souches 
hématopoïétiques et les CSM. 
- Oligopotentes : les cellules oligopotentes peuvent se différencier en quelques types 






Dans les années 1960 et 1970, l’équipe de Friedenstein a décrit la présence de cellules 
stromales et de cellules capables de former de l’os dans la moelle osseuse (133). Ce travail 
démontrait qu’une sous-population de cellules de la moelle osseuse possédait un potentiel 
ostéogénique et se caractérisait par une adhérence rapide au plastique en culture, leur 
morphologie fibroblastique et leur capacité à former des colonies (CFU, colony forming 
unit). La transplantation de cellules de la moelle osseuse sous la capsule rénale ou en sous-
cutané a montré que des cellules de la moelle osseuse ont la capacité de former de la moelle 
osseuse ectopique, composée d’os trabéculaire, d’adipocytes et de stroma myéloïde (134-
136). À la fin des années 1980, Owen et Caplan, basés sur ces premières études, posèrent 
l’hypothèse de l’existence de cellules souches adultes non-hématopoïétiques dans la moelle 
osseuse (136, 137). C’est Caplan en 1991, qui a le premier utilisé le terme de « cellules 
souches mésenchymateuses» pour nommer cette population cellulaire (137). Des CSM de 
la moelle osseuse humaine ont été isolées pour la première fois par l’équipe de Caplan en 
1992 (138). Depuis des CSM ont été isolées de nombreuses autres sources dont le cerveau, 
la rate, le foie, le rein, le poumon, le muscle, le thymus, le pancréas (139). Il a été bien 
démontré que les CSM migrent aux sites de dommages et aide à la réparation tissulaire par 
leur sécrétion de facteurs trophiques comme des facteurs de croissance, des cytokines et des 
antioxydants, notamment dans des modèles d’infarctus aigu du myocarde, d’accident 
vasculaire cérébral, de dommage cérébral, de fibrose pulmonaire, d’hyperplasie intimale et 
de rejet chronique (104, 105). 
Les CSM sont le plus souvent isolées à partir d’aspirats de moelle osseuse de la crête 
iliaque chez l’humain (140). Le comité des cellules souches mésenchymateuses et 
tissulaires de la société internationale de thérapie cellulaire a proposé un ensemble de 
standards pour définir les CSM à la fois pour l’expérimentation en laboratoire et pour les 
études précliniques (voir tableau 2) (141). Elles doivent adhérer au plastique, être positives 




hématopoïétiques CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a, ou CD19 et HLA-DR. Elles 
doivent aussi avoir la capacité de se différencier en chrondroblastes, ostéoblastes et 
adipocytes in vitro dans des conditions favorisant ces différenciations. 
Tableau 2 - Résumé des critères pour identifier les CSM 
1 Adhérence au plastique dans des conditions standards de culture 
2 Phénotype Positif (≥95%+) Négatif (≤2%+) 
  CD105 CD45 
  CD73 CD34 
  CD90 CD14 ou CD11b 
   CD79a ou CD19 
   HLA-DR 
3 Différenciation in vitro : chrondroblastes, ostéoblastes et 
adipocytes (démontré par marquage in vitro des cultures 
cellulaires) 
Adapté de (141) 
Selon la source à partir de laquelle sont isolées les CSM et selon la technique d’isolation et 
de culture, on peut observer une certaine hétérogénéité dans cette population appelée CSM. 
Des CSM sont souvent isolées à partir du tissu adipeux (142). Ces cellules adhèrent au 
plastique et ont bien la capacité de se différencier en chrondroblastes, ostéoblastes et 





3.1.3.2 CSM et paroi vasculaire 
Des CSM ont été décrites dans de nombreux organes et notamment dans la paroi vasculaire. 
Les premiers indices de leur présence dans la paroi vasculaire viennent de l’observation de 
tissu ectopique, dont du cartilage, de l’os, du tissu adipeux et de la moelle, dans la paroi 
vasculaire, plus particulièrement aux sites de lésions d’athérosclérose (144).  Plusieurs 
auteurs avancent l’hypothèse qu’au moins certaines cellules périvasculaires seraient des 
CSM (145, 146). Ceci expliquerait pourquoi des CSM peuvent être isolées à partir de tous 
les tissus (139). Des cellules périvasculaires CD146+ CD34- CD45- CD56-  isolées de 
différentes sources expriment CD90, CD73 et CD105 et sont négatives pour HLA-DR 
(145). Ces cellules présentent également la capacité de se différencier en ostéoblastes, 
chondroblastes et adipocytes ce qui représente des caractéristiques de CSM. La localisation 
vasculaire des CSM permettrait le renouvellement physiologique et la réparation des 
vaisseaux et des tissus environnants lors de lésion locale (146). 
Le potentiel des CSM dans la formation de vaisseaux a été évalué. L’injection de CSM 
autologues améliorent la reperfusion sanguine dans un modèle d’ischémie du membre 
postérieur (147). Dans un modèle de co-culture en trois dimensions, les CSM s’alignent 
avec les tubules formés par des cellules endothéliales. De plus, les CSM augmentent le 
nombre de tubules formés ainsi que leur complexité (148). Dans le modèle d’ischémie du 
membre postérieur, les CSM injectées se sont différenciées en cellules endothéliales et en 
CMLV (αSMA+) (147). Plusieurs études confirment que les CSM possèdent la capacité de 
se différencier dans ces deux types cellulaires vasculaires in vivo (149, 150). 
3.1.3.3 Cellules souches et formation de néointima 
Les cellules contractiles de la néointima expriment toutes l’αSMA. Ces cellules présentent 
cependant une grande hétérogénéité de phénotypes qui pourrait être expliquée d’une part 
par le fait que les cellules néointimales proviennent de différentes sources et d’autre part 




CMLV à différents stades de différenciation. Aussi la participation de cellules souches plus 
ou moins différenciées à la formation de néointima contribuerait à cette hétérogénéité de 
phénotype des cellules néointimales. 
Au début des années 2000 de nombreuses études expérimentales chez la souris et le rat ont 
démontré que des cellules néointimales proviennent du receveur dans la vasculopathie du 
greffon (151-155). Dans ces modèles les cellules contractiles néointimales positives pour 
l’αSMA qui proviennent du receveur sont identifiées de différentes manières :  
- Par des transplantations d’aorte ou de cœur entre mâles et femelles avec détection 
du chromosome Y dans la néointima. 
- Par des transplantations d’aorte, de cœur ou de rein entre animaux de type sauvage 
et transgénique pour des gènes permettant de suivre les cellules comme LacZ 
(souris ROSA26) ou GFP (Green fluorescent protein). 
Dans la plupart de ces études la majorité des cellules néointimales positives pour l’αSMA 
proviennent du receveur (151-156) (voir tableau 3). Certaines de ces études posent la 
question de la source de ces cellules chez le receveur (153-155). À l’aide de transplantation 
de moelle osseuse avant la transplantation d’aorte ou de cœur, une participation très 
variable des cellules de la moelle osseuse du receveur a été observée (voir tableau 3).  
Chez l’humain la détection de cellules néointimales contractiles provenant du receveur se 
fait par détection du chromosome Y lors de transplantations entre homme et femme. On 
observe beaucoup de variations dans le degré de participation des cellules provenant du 
receveur à la formation de néointima entre ces études et aussi entre les études 
expérimentales et les études cliniques (157-163). Plusieurs phénomènes peuvent expliquer 
cette variabilité. Dans la plupart des études dans les modèles animaux aucun médicament 
immunosuppresseur n’est administré et les CMLV de la média sont alors détruites par le 




combinaisons de médicaments immunosuppresseurs pour prévenir le rejet ce qui peut 
également prévenir la destruction des CMLV de la média. Ces CMLV peuvent alors 
participer à la formation de la néointima alors que dans les modèles animaux dans lesquels 
les CMLV sont détruites, d’autres sources cellulaires sont nécessaires pour la réparation du 
dommage vasculaire. Dans ce sens, dans une étude où les rats recevaient des médicaments 
immunosuppresseurs (cyclosporine A) après transplantation, l’équipe de Hillebrands n’a 
identifié aucune cellule provenant du receveur parmi les cellules contractiles de la 
néointima (tableau 3) (156). Une autre différence entre les modèles animaux et les patients 
receveurs d’allogreffe est la présence de lésions intimales pré-existantes dans les greffons 
humains au moment de la greffe (166). Ces lésions intimales contiennent des CMLV du 
donneur, qui pourraient alors participer à la progression du développement de la néointima 
en post-transplantation (157). Ces lésions intimales pré-existantes sont rares dans les 
modèles animaux utilisés comme modèles de vasculopathie du greffon. Enfin, la détection 
du chromosome Y n’est pas très sensible et dans des biopsies dans des groupes contrôles de 
transplantation entre un donneur mâle et un receveur mâle, seulement 35 à 50% des cellules 
sont positives pour le chromosome Y (157, 159, 160, 163). Ceci peut sous-estimer le degré 
de participation de cellules du receveur à la formation de néointima même si plusieurs 
études extrapolent le nombre de cellules positives pour le chromosome Y par rapport à la 




Tableau 3 - Origine des cellules néointimales contractiles dans la vasculopathie du greffon 










souris aorte chr.Y majorité aucune Li et  al.(153) 
souris aorte LacZ > 95% 10,8% Shimizu et al.(155) 
souris cœur LacZ et chr.Y ≈ 86% - 
Saiura et 
al.(95) 
souris cœur LacZ et GFP ≈ 88% ≈ 82% Sata et al.(154) 
rat cœur et aorte chr. Y > 95% - Hillebrands et al.(152) 
Modèles 
animaux 
rat rein hPAP aucune - Rienstra et al.(156) 
cœur chr.Y 16% - Glaser et al.(159) 
cœur chr.Y 60% - Quaini et al.(163) 
cœur  chr.Y < 5% - Hruban et al.(161) 
cœur  chr.Y < 5% - Minami et al.(162) 
cœur  chr.Y aucune - Atkinson et al.(157) 
rein chr.Y ≈ 34% - Grimm et al.(160) 
Humain 
rein chr.Y 6% - Boersema et al.(158) 
Adapté de (129) ; NI : néointimales ; Chr.Y : chromosome Y ; MO : moelle osseuse ; hPAP 
: phosphatase-alcaline placentaire humaine 
La participation à la formation de la néointima de cellules de la moelle osseuse a également 
été évaluée en athérosclérose. Les modèles expérimentaux utilisent des souris déficientes 
pour ApoE nourries avec un régime riche en lipides, ce qui représente un modèle classique 
d’athérosclérose. Les souris reçoivent une transplantation de moelle osseuse de souris 
ROSA26 ou GFP de façon à suivre les cellules dérivées de la moelle ossseuse.  Dans ce 
modèle, l’équipe de Sata a observé qu’entre 40 et 60% des cellules contractiles des lésions 




l’équipe de Bentzon, en utilisant le même modèle, n’a trouvé aucune cellule dérivée de la 
moelle osseuse dans les lésions athérosclérotiques (167). La non-reproductibilité de ces 
résultats pourrait être attribuée à des différences méthodologiques notamment sur les 
techniques histologiques utilisées pour identifier les cellules positives pour GFP. 
Néanmoins dans une étude chez des patients atteints d’athérosclérose qui avaient reçu une 
greffe de moelle osseuse du sexe opposé, l’équipe de Caplice a identifié qu’entre 5 et 10% 
environ des cellules positives pour l’αSMA proviennent de la moelle osseuse dans les 
lésions athérosclérotiques (168). Il est possible qu’une rupture de plaque asymptomatique 
avec formation d’un thrombus mural chez les patients (ce qui n’est pas observé dans les 
modèles animaux), soit un évènement critique dans le recrutement de progéniteurs 
circulants (167). 
Enfin, la participation à la formation de la néointima de cellules de la moelle osseuse a été 
évaluée dans divers modèles de dommage vasculaire mécanique, qui sont des modèles de 
resténose post-angioplastie. Dans ces modèles, une transplantation de moelle osseuse est 
réalisée à partir d’une souris ROSA26 ou GFP dans une souris receveuse de type sauvage 
ou entre des souris de sexe opposé, avant l’application du dommage. Plusieurs études 
confirment que des cellules de la néointima positives pour l’αSMA proviennent de la 
moelle osseuse du receveur. Néanmoins on observe là encore divers degrés de participation 
selon les études et les modèles (151, 154, 169, 170). L’équipe de Tanaka a ainsi réalisé 3 
sortes de dommage vasculaires dans une même souris : dommage par insertion 
endovasculaire d’un guide métallique (wire-injury), dommage par insertion périvasculaire 
d’un manchon en polyéthylène autour de l’artère fémorale et une ligation de l’artère 
carotide (170). Dans le cas du dommage endovasculaire, environ 25% des cellules positives 
pour l’αSMA dans la néointima proviennent de la moelle osseuse, alors que dans la 
néointima formée après insertion périvasculaire et après ligation de l’artère carotide, 
seulement une minorité des cellules positives pour l’αSMA dans la néointima proviennent 
de la moelle osseuse. Le dommage induit par l’insertion endovasculaire d’un guide 




l’hypothèse que plus le dommage est sévère plus la réparation vasculaire nécessite le 
recrutement de cellules souches dérivées de la moelle osseuse. 
Que ce soit en vasculopathie du greffon, en athérosclérose ou dans la resténose post-
angioplastie, même si la participation à la formation de la néointima de cellules dérivées du 
receveur (provenant de la moelle osseuse ou non) reste controversée, l’hypothèse la plus 
probable est que suivant l’intensité du dommage la participation de cellules de différentes 
sources est variable. Plus le dommage vasculaire est important et plus les CMLV locales 
sont détruites et une plus forte participation de cellules souches dérivées de la moelle 
osseuse serait alors nécessaire à la réparation vasculaire. 
Dans la moelle osseuse on trouve les cellules souches hématopoïétiques et les CSM. Les 
CSM ont le potentiel de se différencier en cellules musculaires lisses et la capacité de 
migrer spécifiquement aux sites de dommages, c’est pourquoi leur participation à la 
formation de la néointima a été évaluée (108). Des CSM positives pour GFP ont été 
injectées dans un modèle murin après induction d’un dommage par insertion 
endovasculaire d’un guide métallique. Quatre semaines plus tard, environ 30% des cellules 
néointimales au site de dommage sont des CSM et la majorité de celles-ci sont positives 
pour l’αSMA. De plus dans cette étude, des CSM positives pour GFP ont été injectées en 
même temps que des cellules de moelle osseuse non marquées chez des souris irradiées. 
Deux mois après cette transplantation, le même dommage vasculaire a été appliqué. Là 
encore 40% des cellules néointimales étaient des CSM et certaines exprimaient l’αSMA et 
d’autres des marqueurs endothéliaux (von Willebrand factor ou CD31). Cette étude 
démontre donc que les CSM peuvent effectivement participer à la formation de néointima. 
Les cellules souches, outre leur participation à la formation de la néointima par leur 
différenciation en CMLV, peuvent également participer à la ré-endothélialisation au site de 
dommage vasculaire. Dès 1965, Dr Medawar avait émis l’hypothèse que l’endothélium 
dans les organes transplantés pouvait être remplacé par des cellules du receveur et que ce 




des modèles animaux et chez l’humain démontrent que des cellules du receveur dans la 
vasculopathie du greffon participent au remplacement de l’endothélium (152, 154, 162). 
Plus particulièrement, les CSM participent à la ré-endothélialisation dans un modèle de 
resténose post-angioplastie (108). Comme je l’ai déjà mentionné, les cellules endothéliales 
inhibent plusieurs mécanismes menant à la formation de la néointima (109, 110) (voir 2.2.2 
Apoptose endothéliale et perte des fonctions endothéliales). L’équipe de Wang démontre 
qu’une ré-endothélialisation précoce atténue la formation de néointima (108). La 
participation de cellules souches à la réparation vasculaire va donc influencer le 
développement de néointima dans le sens de sa formation en contribuant aux cellules 
néointimales contractiles et dans le sens de sa réduction en contribuant à la régénération de 
l’endothélium.  
3.2 Mécanismes permettant le développement de néointima 
Différents mécanismes permettent la formation de la néointima. D’abord les cellules 
doivent migrer dans l’espace sous-endothélial, puis elles doivent s’accumuler. Cette 
accumulation dépend d’une prolifération des cellules recrutées et/ou de leur résistance à 
l’apoptose dans un environnement hostile. Enfin les cellules doivent se différencier en 
CMLV. 
3.2.1 Migration et prolifération 
La première étape dans la formation de néointima en réponse à un dommage vasculaire est 
le recrutement de cellules participant à son développement. Plusieurs chimiokines sont 
impliquées dans ce recrutement dont les plus importantes sont MCP-1, PDGF et SDF-1 
(stromal cell-derived factor-1) (172).  
Comme je l’ai déjà mentionné, dans la vasculopathie du greffon, il a été démontré que 
MCP-1 joue un rôle central dans le recrutement de leucocytes mononucléés (95). MCP-1 




modèle de transplantation cardiaque chez la souris, les souris traitées avec un anticorps 
anti-MCP-1 présentaient moins de cellules contractiles dérivées du receveur dans les 
artérioles du greffon que les souris traitées avec un anticorps contrôle (172). Il a été 
également montré que MCP-1 est chimiotactique pour les CSM à la fois in vitro et in vivo à 
l’aide de souris transgéniques surexprimant MCP-1 dans le cœur et dans un modèle de 
dommage cardiaque induit par ischémie/reperfusion (173). Les CMLV en culture 
expriment CCR2, le récepteur de MCP-1, et les CMLV dans un tissu vasculaire lésé 
expriment plus fortement ce récepteur que dans un tissu vasculaire sain (174). Enfin, MCP-
1 est chimiotactique in vitro pour les CMLV (172).  
Le PDGF est un autre facteur de croissance important dans le recrutement des cellules 
contractiles participant au développement de la néointima. Dans la vasculopathie du greffon 
et l’athérosclérose l’expression du PDGF ainsi que celle de son récepteur sont augmentées 
aux sites de lésion (175, 176). De plus l’inhibition de la signalisation en aval du PDGF 
diminue la formation de neointima dans un modèle de transplantation aortique chez le rat 
(177). Il est bien démontré que le PDGF induit la migration des CMLV (178). Ce facteur de 
croissance induit également la migration des CSM à la fois dans des expériences de 
chimiotactisme et de migration dans une strie (wound healing assay) (179). De plus chez 
les CSM, il a été démontré in vitro qu’il existe un couplage entre les voies activées par le 
PDGF et la voie des intégrines β1. La migration des CSM induite par le PDGF est régulée 
par l’interaction entre la fibronectine et les intégrines α5β1. Une MEC riche en fibronectine 
pourrait potentialiser une réponse au PDGF des CSM pour leur recrutement au site de 
remodelage vasculaire (180). 
Enfin il a été montré que SDF-1 (aussi appelé CXCL12) est aussi une chimiokine 
importante dans le recrutement des cellules contractiles de la néointima. Dans un modèle de 
transplantation aortique chez la souris, l’expression de SDF-1 est augmentée dans le 
greffon en post-transplantation (181). Dans ce modèle, le traitement des souris en post-




plus à 6 semaines post-transplantation la majorité des cellules néointimales sont positives 
pour CXCR4, le récepteur de SDF-1, et sont principalement des cellules dérivées du 
receveur (181). Aussi, les cellules endothéliales exposées à des oxLDL peuvent stimuler la 
migration des CSM de façon dépendante de la signalisation de SDF-1/CXCR4 (183). 
Alors que les CMLV de la média sont des cellules quiescentes dans des conditions 
normales, les cellules contractiles dans la néointima prolifèrent. Dans des modèles de 
dommage aigu induit par ballon (dommage endovasculaire), les cellules contractiles dans la 
néointima prolifèrent de façon maximale quatre jours après induction du dommage. Cette 
prolifération diminue ensuite progressivement jusqu’à quatre semaines après induction du 
dommage. Dans ce modèle, le nombre de cellules contractiles dans la néointima est le 
même à deux semaines et à douze semaines et l’expansion de la néointima observée à 
douze semaines est due à une accumulation de MEC (176). Dans un modèle de 
vasculopathie du greffon accélérée chez le rat, la prédisposition à la vasculopathie du 
greffon corrèle avec la capacité de prolifération des cellules contractiles de la néointima 
(184). Le principal mitogène qui active cette prolifération est le PDGF.   
Le PDGF a donc un rôle sur la migration et la prolifération des cellules néointimales. Il 
existe quatre chaînes polypeptidiques de PDGF : PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C et PDGF-D. 
La molécule active de PDGF est un homodimère (PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-CC et 
PDGF-DD) excepté pour le PDGF-A et le PDGF-B qui peuvent aussi s’assembler en un 
hétérodimère appelé PDGF-AB (185). Le récepteur du PDGF (qui existe aussi sous deux 
isoformes α et β) est un récepteur de la famille des récepteurs tyrosine kinase. La liaison du 
ligand au récepteur induit la dimérisation du récepteur et son auto-phosphorylation. 
S’ensuit alors une activation de différentes voies de signalisation dont principalement la 
voie ERK1/2 (extracellular related kinase 1/2), la voie PI3K et la voie PLC-γ 





Figure 10 - Schéma des voies de signalisation induites par le récepteur au PDGF (178) 
L’activation de la voie ERK1/2 est impliquée dans la formation de néointima dans 
l’athérosclerose et dans le dommage vasculaire mécanique. En effet l’inhibition de cette 
voie dans divers modèles de dommage vasculaire diminue la formation de néointima (186-
189). Deux études dans des modèles de vasculopathie du greffon montrent que l’inhibition 
de la voie ERK1/2 à l’aide d’oligonucléotides antisens diminue également la formation de 
néointima (190, 191). De plus, l’équipe de Chen montre que ce traitement diminue le 
nombre de cellules positives pour l’αSMA dans la néointima in vivo et in vitro ce traitement 
inhibe la prolifération et la migration induite par le PDGF chez les CMLV (190). La voie 
ERK1/2 est une voie MAPK qui contrôle plusieurs processus cellulaires fondamentaux 
comme la prolifération, la survie, la différenciation, l’apoptose, la migration et le 
métabolisme. Beaucoup de récepteurs induisent l’activation de Ras, une petite GTPase, qui 
se lie aux kinases Raf et les recrute à la membrane. Ces kinases Raf sont alors activées et 




phosphoryle alors de nombreux substrats à la fois dans le cytosol, le noyau ainsi que dans 
des compartiments membranaires pour induire les nombreuses fonctions de cette voie de 
signalisation (figure 10) (192).   
3.2.2 Résistance à l’apoptose 
Les cellules qui ont été recrutées s’accumulent pour former la néointima d’une part en 
proliférant tel que discuté ci-dessus mais doivent également survivre dans un 
environnement hostile. L’acquisition d’un phénotype anti-apoptotique des cellules 
contractiles de la néointima est donc déterminant pour sa formation dans la vasculopathie 
du greffon et en athérosclérose (193-195). L’augmentation de l’expression de la molécule 
anti-apoptotique BCL-XL est un processus clé impliqué dans le développement de ce 
phénotype anti-apoptotique. L’expression de BCL-XL est augmentée dans des lésions 
d’athérosclérose chez l’humain (193) ainsi que dans la néointima en post-transplantation 
dans un modèle de transplantation cardiaque chez la souris (194). Aussi l’inhibition de 
BCL-XL à l’aide d’oligonucléotides antisens diminue la formation de néointima dans ce 
modèle et dans un modèle de dommage vasculaire mécanique (193, 194). La voie ERK1/2 
pourrait être impliquée là encore dans l’acquisition de ce phénotype de survie. En effet chez 
les CMLV in vitro, l’activation de la voie ERK1/2 favorise l’augmentation de l’expression 
de BCL-XL (113). La voie ERK1/2 aurait donc un rôle central dans le développement de la 
néointima dans le dommage vasculaire par ses effets sur la migration, la prolifération et la 
survie des cellules contractiles. 
3.2.3 Différenciation 
Les cellules qui s’accumulent pour former la néointima doivent se différencier et acquérir 
des propriétés contractiles. Le marqueur classique de cette différenciation est l’αSMA. Les 
principaux mécanismes communs à la différenciation des cellules souches, des CMLV de 




incluent des signaux de la MEC, le contact cellule-cellule et des facteurs de croissance dont 
le TGFβ et le PDGF (figure 11). 
Durant le remodelage vasculaire, la MEC est restructurée par une dégradation protéolytique 
de ses constituants ainsi que la synthèse de nouvelles molécules de MEC. Ceci produit des 
signaux pour les cellules participant à la formation de la néointima. Le collagène de type I 
polymérisé, ainsi que des composants de la membrane basale comme la laminine et le 
collagène de type IV garde les CMLV dans leur phénotype contractile, alors la fibronectine 
induit une différenciation vers le phénotype synthétique (196, 197). Cette différenciation 
induite par la fibronectine est dépendante de l’activation de la voie ERK1/2 (198). De 
même le collagène de type IV favorise la différenciation de cellules souches en cellules 
musculaires lisses (199) et la laminine induit  la différenciation de CSM en cellules 
musculaires lisses (200). 
Le contact direct cellule-cellule peut également induire la différenciation des CSM. La co-
culture in vitro de CSM avec des cellules musculaires induit la différenciation des CSM en 
cellules musculaires lisses et ceci de façon dépendante d’un contact direct cellule-cellule 
(201). Aussi la connexine 43, qui compose les jonctions gap qui permettent la 
communication cellule-cellule, a été impliquée dans le développement de la néointima. 
Cette connexine est exprimée dans la néointima après dommage vasculaire. De plus, le 
blocage des jonctions intercellulaires par les canaux de connexine 43 diminue la formation 
de néointima en induisant une modulation de phénotype des CMLV du phénotype 
synthétique au phénotype contractile (202). 
Les leucocytes recrutés au site de dommage vasculaire produisent du TGFβ1 qui induit la 
différenciation des cellules participant à la formation de la néointima. En effet l’exposition 
in vitro de CMLV à du TGFβ stimule la transcription d’αSMA ainsi que de calponine et de 
la chaîne lourde de la myosine qui sont deux autres marqueurs de phénotype contractile 
(203). Aussi chez les CSM, le TGFβ active la voie de signalisation Notch qui induit 
l’expression des marqueurs de cellules musculaires lisses αSMA, calponine et myocardine 




PDGF. Chez les CMLV, le PDGF induit une prolifération transitoire et diminue 
l’expression de plusieurs marqueurs de différenciation du phénotype contractile comme 
l’αSMA et la chaîne lourde de la myosine (130). A l’inverse, le PDGF chez les cellules 
souches induirait l’expression de marqueurs de cellules musculaires lisses contractiles (130, 
206). 
 
Figure 11 - Principaux facteurs influençant la différenciation en cellule contractile 
En conclusion, la réparation d’une lésion vasculaire par la formation de néointima nécessite 
tout d’abord le recrutement de cellules contractiles. Des CMLV de la média, des 
fibroblastes de l’adventice et des CSM peuvent participer à la formation de la néointima. La 
participation de chacun de ces différents types cellulaires varie vraisemblablement selon la 
sévérité du dommage. Plus le dommage vasculaire est sévère, plus il y aura destruction des 
CMLV locales et alors nécessité de recruter des cellules souches dérivées de la moelle 
osseuse ou des CSM locales présentes dans les vaisseaux environnants la lésion. Les 
cellules recrutées prolifèrent dans la néointima et expriment un phénotype de résistance à 
l’apoptose ce qui permet leur survie dans un environnement hostile et leur accumulation. 
Enfin ces cellules se différencient en cellules contractiles exprimant, entre autres 
marqueurs, l’αSMA. Plusieurs facteurs de l’environnement du dommage induisent ces 
différents mécanismes responsables de la formation de néointima. Le PDGF et le 




nécessaires au développement de la néointima. La plupart de ces signaux induisent 
l’activation de la voie ERK1/2 et cette voie joue un rôle central dans la réponse au 
dommage vasculaire. La formation de néointima est une réponse à un dommage vasculaire. 
Normalement lors de la résolution de la cause du dommage, la réparation vasculaire se 
complète et le vaisseau lésé retrouve son aspect sain. Néanmoins dans des conditions 
d’athérosclérose ou de vasculopathie du greffon, les causes du dommage vasculaires sont 
chroniques et la formation de néointima progresse au cours du temps, induisant des 
complications d’ischémie. 
 
4 Matrice extracellulaire dans le rejet vasculaire 
4.1 Matrice extracellulaire dans les artères normales 
Une artère normale est composée de 3 couches concentriques : l’intima, la média et 
l’adventice. Ces couches sont composées de différents types cellulaires dans de la MEC. La 
MEC est un ensemble de macromolécules produites par les cellules et sécrétées dans le 
milieu extracellulaire. Dans les artères, la MEC est composée de collagène et d’élastine 
dans un gel viscoélastique de protéoglycanes, d’acide hyaluronique, de glycoprotéines et 
d’eau. Ces composants sont enchevêtrés et liés et forment un polymère qui confère 
résistance à la traction, élasticité et compressibilité aux artères. La composition de la MEC 
est différente dans l’intima, la média et l’adventice. La  MEC dans l’intima est riche en 
protéoglycanes et en acide hyaluronique. Dans la media, la MEC est riche en collagène et 





Figure 12 - Microphotographie au microscope électronique d'une section transversale 
d'artère mésentérique supérieure chez le rat (207) 
e : cellule endothéliale ; L : lumière ; S : cellule musculaire lisse 
 
En plus de leur rôle structural, les différents composants de ce réseau interagissent aussi 
avec les cellules vasculaires et participent à la régulation de l’adhésion cellulaire, la 
prolifération, la survie et la migration cellulaire dans le remodelage vasculaire observé lors 
du développement et de dommage vasculaire. De plus, des composants de la MEC peuvent 
lier des protéines plasmatiques, des facteurs de croissance, des cytokines et des enzymes 
qui modulent les fonctions des cellules vasculaires (207). 
4.1.1 Collagène 
Il existe plusieurs types de collagènes. Ce sont des protéines composées d’une triple hélice 
de chaînes polypeptidiques, chacune contenant au moins une séquence répétée d’acides 
aminés Gly-X-Y. Ces chaînes sont reliées par des liaisons hydrogènes entre l'hydroxylysine 




extensibles et confèrent une résistance à la traction et de la rigidité à la paroi vasculaire. Les 
collagènes majoritairement retrouvés dans les artères sont les types I et III qui représentent 
80 à 90% du collagène des artères. Le collagène est principalement produit par les CMLV 
(207). Tel que déjà mentionné, les CMLV peuvent avoir un phénotype « contractile » ou « 
synthétique ». Lors de la réponse à un dommage vasculaire les CMLV acquièrent le 
phénotype « synthétique », ce qui augmente leur synthèse de collagène. Les CMLV 
s’attachent au collagène ce qui inhibe leur synthèse de collagène, leur prolifération et leur 
migration. Ces réponses cellulaires dépendent de l’interaction du collagène avec des 
récepteurs de type intégrines et de membres de la famille des récepteurs à domaine 
discoïdine à la surface des CMLV (208).  Ceci permet la régulation de la production de 
collagène dans la paroi vasculaire lors de dommage vasculaire et la résolution de celui-ci 
(209). 
4.1.2 Fibres élastiques 
L’élastine est un autre composant majeur de la MEC des artères. Le monomère de 
tropoélastine est synthétisé et sécrété par les CMLV. Après modifications post-
traductionnelles, plusieurs monomères de tropoélastine sont liés par la lysyl oxydase. Dans 
des conditions physiologiques l’élastine est très stable. Les fibres élastiques sont 
composées d’élastine au centre associée à des microfibrilles qui contiennent de la fibrilline. 
Les fibres d’élastine forment des lamelles élastiques qui s’organisent en feuillets 
concentriques autour de la lumière. La déposition d’élastine est limitée à la média entre la 
limitante élastique interne et la limitante élastique externe. Des lamelles élastiques séparent 
également différentes couches de CMLV successives. Régulièrement, les lamelles 
élastiques sont interconnectées par des fibres élastiques orientées radialement ce qui facilite 
le transfert de la tension dans la paroi vasculaire. Avec le collagène, l’élastine confère la 
force et l’élasticité nécessaires à l’accommodation des changements de pression dus à la 




vasculaire. Les lamelles élastiques sont majoritaires dans les grosses artères comme l’aorte 
thoracique. La concentration en élastine diminue dans les artères plus petites et plus 
musculaires (207, 208). 
Les CMLV en culture sur un substrat d’élastine restent quiescents avec un phénotype « 
contractile » (210). De plus, l’ajout d’élastine à des CMLV déficients pour l’élastine en 
culture induit la formation de fibres de stress, inhibe la prolifération et régule la migration 
des CMLV de façon dépendante d’une voie couplée aux protéines G et indépendante des 
intégrines (211). L’utilisation d’une prothèse vasculaire recouverte d’élastine dans un 
modèle de resténose coronaire chez le porc  diminue la formation de néointima par rapport 
à une prothèse vasculaire contrôle (211). Ces résultats suggèrent que l’élastine régule la 
migration, induit un phénotype « contractile » et inhibe la prolifération des CMLV en plus 
de son rôle structural. 
4.1.3 Glycoprotéines 
Une glycoprotéine est une protéine portant un ou plusieurs groupements oligosaccharides. 
Les principales glycoprotéines retrouvées dans la MEC des artères sont la fibronectine, la 
laminine, la thrombospondine, la tenascine, l’ostéopontine et la vitronectine. Ces protéines 
ont une structure modulaire similaire et contiennent des séquences qui permettent leur 
association entre elles ou avec d’autres composants de la MEC. Elles peuvent également se 
lier à des récepteurs membranaires sur les cellules vasculaires (207).  
L’expression de la majorité de ces glycoprotéines est augmentée dans la néointima suite à 
un dommage vasculaire (207). Les glycoprotéines influencent la migration, l’adhésion et la 
prolifération des CMLV principalement par leur interaction avec des récepteurs de type 
intégrines. Tandis que certaines, comme la fibronectine, favorise la migration des CMLV, à 
l’opposé, d’autres glycoprotéines comme la laminine, inhibe la prolifération et maintient les 




4.1.4 Protéglycanes et perlécan 
Un protéoglycane est composé d’une protéine centrale liée de façon covalente avec une ou 
plusieurs chaînes de glycosaminoglycanes (GAG). Les GAG sont des chaînes linéaires 
composées de la répétition de disaccharides. Les GAG comprennent le sulfate de 
chondroïtine, le sulfate de dermatane, le sulfate de kératane, l'héparine, aussi appelée  
sulfate d'héparane et l'acide hyaluronique. Ce dernier est le seul qui n’est pas lié de façon 
covalente à une protéine. Les protéoglycanes sont traditionnellement classés sur la base du 
GAG prédominant attaché à la protéine centrale : 
- Les chondroïtine sulfate protéoglycanes (CSPG) 
- Les dermatane sulfate protéoglycanes (DSPG) 
- Les héparane sulfate protéoglycanes (HSPG) 
- Les kératane sulfate protéoglycanes (KSPG) 
Plus de 30 différents protéoglycanes sont synthétisés par les cellules vasculaires et/ou 
retrouvés dans la paroi vasculaire (213). Les protéoglycanes vasculaires peuvent se trouver 
dans la MEC interstitielle, dans des structures spécialisées de la MEC comme la membrane 
basale et également comme constituant des membranes cellulaires (207). Les principaux 
protéoglycanes dans la paroi vasculaire sont le versican (CSPG), la décorine et le biglycan 
(DSPG), le lumican (KSPG), le perlécan, le syndécan et le glypican (HSPG) (207). Les 
protéoglycanes et l’acide hyaluronique interagissent avec beaucoup d’autres molécules de 
la MEC et confèrent de la viscoélasticité à la paroi vasculaire.  
 
Le perlécan est un HSPG de 467 kD composé de cinq domaines distincts. Son nom dérive 
de son aspect en collier de perles en microscopie électronique à observation rotative (rotary 
shadowing electronic microscopy). Les cinq domaines du perlécan sont numérotés en 
chiffre romain de l’extrémité N-terminale à l’extrémité C-terminale. La protéine centrale du 
perlécan est un « assemblage » de modules protéiques et de motifs retrouvés dans d’autres 
molécules de la MEC. Le domaine I contient 3 sites de liaison pour le sulfate d’héparane ; 




« immunoglobuline-like » ; le domaine III contient trois motifs globulaires retrouvés dans 
le domaine IV de la laminine et neuf motifs « laminin-EGF-like » ; le domaine IV possède 
21 motifs « immunoglobuline-like » ; le domaine V est composé de trois motifs similaires 
au domaine G de la chaîne A de la laminine (motifs LG1, LG2 et LG3) ainsi  que de quatre 
motifs « EGF-like » (Figure 13). Le domaine V possède également un site de liaison 
potentiel pour une chaîne de sulfate d’héparane et un site d’ancrage potentiel pour le sulfate 
de chondroïtine (214-217). 
 
Figure 13 - Représentation schématique de la protéine centrale du perlécan (215) 
Ig : immunoglobulin ; EGF : epidermal growth factor ; LDL : low-density lipoprotein ; 
SEA : sperm, enterokinase, agrin homology 
 
Les divers modules du perlécan et ses chaînes de sulfate d’héparane peuvent établir de 
nombreuses interactions moléculaires. Le perlécan peut ainsi lier FGF-2 (fibroblast growth 
factor 2), VEGF (vascular endothelial growth factor) et PDGF qui se lient au sulfate 
d’héparane, et d’autres molécules de la membrane basale (voir ci-dessous) (215). Le 
perlécan est une protéine structurale de la membrane basale des cellules endothéliales mais 
peut aussi s’associer aux intégrines présentes à la surface d’une cellule, et plus 
spécifiquement aux intégrines α2β1 (218). Il est impliqué dans l’angiogenèse et de 




perlécan a été identifié dans les lésions athérosclérotiques chez les souris déficientes pour 
ApoE et chez les souris déficientes pour le récepteur au LDL ainsi que chez des primates 
non-humains hypercholestérolémiques (221). Les motifs similaires au récepteur aux LDL 
du perlécan pourraient lier les LDL et contribuer à leur rétention dans les lésions 
athérosclérotiques (221, 222). Le perlécan inhibe également l’adhésion à la fibronectine, la 
migration et la prolifération des CMLV (221). À l’opposé, le perlécan favorise la 
prolifération des cellules endothéliales et a un rôle pro-angiogénique de par sa liaison au 
FGF-2 et au VEGF. Cette activité pro-angiogénique du perlécan favorise la progression 
tumorale et son expression est augmentée dans le stroma de nombreuses tumeurs solides 
(223, 224). L’utilisation d’oligonucléotides antisens pour le perlécan dans diverses lignées 
de cellules transformées inhibe significativement la croissance tumorale et l’angiogenèse 
(224). In vivo, dans un modèle de dommage vasculaire induit par ballon chez le porc, une 
matrice implantée à proximité du dommage et contenant des cellules endothéliales inhibe la 
formation de néointima. Lorsque l’expression du perlécan par les cellules endothéliales de 
cette matrice est inhibée, alors celle-ci n’inhibe plus la formation de néointima (219). Ces 
résultats suggèrent que le perlécan sécrété par les cellules endothéliales est déterminant 
dans la formation de la néointima après un dommage vasculaire. 
4.1.5 La membrane basale 
La membrane basale est une mince couche de MEC située sous les cellules épithéliales et 
sous les cellules endothéliales (figure 12). Elle entoure également de façon individuelle les 
CMLV. La membrane basale est constituée par la lame basale et la lame réticulaire. La 
lame basale est elle-même formée de la lamina lucida composée de laminine et de nidogène 
(une glycoprotéine aussi appelée entactine) et de la lamina densa composée de collagène de 
type IV et de perlécan (225). Le collagène XVIII est également un composant de la 
membrane basale des vaisseaux. Le collagène XVIII est une molécule hybride entre le 




Dans le glomérule rénal, la lame basale est épaisse et joue un rôle de filtre, bloquant le 
passage de macromolécules du sang vers l’urine. Dans certains cas, la lame basale est 
importante dans la réparation tissulaire. Lorsque les cellules sont détruites, la lame basale 
peut persister et servir d’échafaudage afin que de nouvelles cellules migrent au site de 
dommage (226). Aussi, les différents constituants de la lame basale influencent la 
différenciation des CMLV. Tel que déjà discuté, la laminine, le collagène de type IV et le 
perlécan inhibent la prolifération des CMLV et les maintiennent dans un phénotype « 
contractile » (196, 221).  
4.2 Remodelage de la matrice extracellulaire dans le rejet vasculaire 
On observe du remodelage de la MEC dans la vasculopathie du greffon et dans 
l’athérosclérose (227, 228). Plus particulièrement, la duplication ou multilamellation de la 
membrane basale est caractéristique du rejet humoral (4). Lors d’un dommage tissulaire, la 
composition de la MEC peut être altérée par une augmentation de la perméabilité vasculaire 
qui permet le recrutement de protéines plasmatiques, comme la fibronectine, la vitronectine 
et le fibrinogène, dans la MEC. Les cellules au site du dommage sécrètent également de 
nombreuses molécules de MEC comme les CMLV qui acquièrent un phénotype « 
synthétique ». Enfin, le dommage tissulaire altère les molécules de MEC existantes, 
nouvellement synthétisées ou recrutées. Ce processus implique principalement une 
protéolyse des molécules de la MEC. 
Ce remodelage induit un changement d’immunogénicité des molécules de MEC modifiées. 
Dans un modèle de transplantation rénale chez le rat, l’équipe de Joosten a montré la 
formation d’anticorps anti-perlécan et anti-collagène de types IV et VI chez les receveurs 
ne recevant pas de traitement immunosuppresseur, ce qui signe un remodelage de la 
membrane basale (229). Cette équipe a également observé la formation d’anticorps anti-
membrane basale chez des patients receveurs d’allogreffe rénale en situation de rejet 





Les modifications des protéines de la MEC peuvent révéler des sites de ces molécules non 
exposés par les molécules natives. Certains de ces sites ont une activité biologique et sont 
appelés sites matricryptiques. Les fragments de MEC biologiquement actifs, appelées 
matricryptines, fournissent des signaux déterminants lors d’un dommage tissulaire (231). 
Différents mécanismes permettent la génération de ces matricryptines : une dégradation 
enzymatique, une liaison hétérotypique avec d’autres molécules (adsorption), une 
multimérisation, une force mécanique ou une dénaturation (voir tableau 4) (231). Les 
matricryptines produites ont diverses activités biologiques que ne possèdent pas les 
molécules mères. Ces activités sont résumées de façon non exhaustive dans le tableau 4.  






Activité biologique des fragments Mécanisme de 
production  
Fibronectine 4 Stimulation de l’adhésion, de la 




multimérisation,           
force mécanique 
Vitronectine 1 Stimulation de l’adhésion Multimérisation, 
adsorption 
Collagènes 4 Modulation de l’adhésion,  
vasoactivité artériolaire, stimulation 








cellules tumorales, de l’adhésion 
Collagène XVIII 1 Inhibition de l’angiogenèse 
(endostatine) 
Dégradation enzymatique 
Elastine Plusieurs sites 
VGVAPG 
Stimulation de la migration Dégradation enzymatique 
Ostéopontine 1 Stimulation de l’adhésion cellulaire Dégradation enzymatique 
Tenascine 1 Stimulation de l’adhésion cellulaire Dégradation enzymatique 
Perlécan 2 Inhibition de l’angiogenèse, activité 
angiostatique (endorepelline et 
LG3), résistance à l’apoptose (LG3) 
Dégradation enzymatique 
Adapté de (231) ; FN : fibronectine 
4.2.2 Protéases et remodelage vasculaire 
Les matricryptines sont le plus souvent produites par dégradation enzymatique (tableau 4). 
Les metalloprotéinases matricielles (Matrix metalloproteinases MMP) sont les principales 
enzymes qui dégradent les molécules de MEC. Les MMP sont des endopeptidases qui ont 
un rôle déterminant dans le remodelage vasculaire pathologique en athérosclérose, 
resténose et vasculopathie du greffon (228, 232-234). Les divers agents contribuant au 
remodelage vasculaire, comme les changements hémodynamiques, le stress oxydatif et 
l’inflammation, régulent l’expression des MMP (228). Les cellules inflammatoires sont une 
source importante de MMP et d’autres protéases comme les cathepsines. De plus, les 
macrophages activés sécrètent des cytokines qui augmentent l’expression des MMP par les 
cellules vasculaires (235). Une augmentation de l’expression et de l’activité des MMP est 
associée au développement de la néointima et à la migration des CMLV dans des modèles 
de dommages vasculaires mécaniques, tandis que l’inhibition des MMP diminue la 




MMP-2 dégrade principalement le collagène de type IV) et de proMMP-3 (la MMP-3 
dégrade différents constituants de la lame basale et l’élastine) sériques ainsi que les niveaux 
de MMP-2 dans l’urine sont augmentés chez des patients en situation de rejet chronique 
(232, 234).  
Les cathepsines peuvent également participer à la dégradation de molécules de MEC. Les 
niveaux d’ARNm (ARN messager) et de protéine des cathepsines B, L et S sont augmentés 
dans les lésions athérosclérotiques chez les souris déficientes pour ApoE (236). Chez 
l’humain, les cathepsines-L et -S sont également surexprimées au niveau des lésions 
athérosclérotiques et leur expression est principalement retrouvée dans les CMLV, les 
macrophages et aussi les cellules endothéliales (237, 238). Il a été montré que l’activité des 
cathepsines-B et -L dans des échantillons d’artère rénale de patients en situation de rejet 
chronique est augmentée par rapport aux patients donneurs (239). Dans des modèles murins 
d’athérosclérose (souris déficientes pour ApoE ou pour le récepteur au LDL), la déficience 
en cathepsine-S, -K ou -L diminue significativement le développement des lésions 
athérosclérotiques (240-242) ce qui démontre leur rôle déterminant en athérosclérose. 
4.2.3 Membrane basale et matricryptines angiostatiques 
Les principaux HSPG de la membrane basale des vaisseaux sont le perlécan et le collagène 
XVIII. On y trouve également du collagène de type IV. Ces molécules peuvent être clivées 
et générer des matricryptines aux propriétés angiostatiques. Le clivage du collagène XVIII 
génère un fragment C-terminal appelé endostatine (119, 215). Le clivage du collagène IV 
génère un fragment C-terminal appelé tumstatine (218). Enfin, le clivage du perlécan peut 
générer deux fragments C-terminaux : le domaine V du perlécan au complet, appelé 
endorepelline, et un fragment correspondant au dernier motif LG3 du domaine V du 






Des MMP, la cathepsine-L et l’élastase peuvent cliver le domaine NC1 C-terminal du 
collagène XVIII et générer ainsi l’endostatine (figure 14) (119).  L’endostatine peut se lier 
aux récepteurs intégrines α5β1, αvβ3 et αvβ5, au glypican et au VEGFR2 (récepteur du 
VEGF) (figure 14) (119). In vitro, l’endostatine induit l’apoptose et inhibe la prolifération 
et la migration des cellules endothéliales (243-245). In vivo, l’endostatine inhibe la 
croissance tumorale en inhibant l’angiogenèse tumorale (243) et dans un modèle murin, 
l’endostatine ralentit la cicatrisation (246). 
 
Figure 14 - Représentation schématique de l'extrémité C-terminale du collagène XVIII et 
des récepteurs de l'endostatine (119) 
4.2.3.2 Tumstatine 
La tumstatine est un fragment de 28kD généré par le clivage de l’extrémité C-terminale du 
collagène de type IV (domaine NC1 de la chaîne α3) par la MMP-9 majoritairement mais 
aussi par les MMP-2, -3 et -13 (218). La tumstatine interagit avec les récepteurs intégrines 
αvβ3, α1β1 et α2β1 (218). In vitro, la tumstatine inhibe la formation de tubules par les 
cellules endothéliales cultivées dans du matrigel et bloque la synthèse protéique chez les 




dans des bouchons de matrigel et la croissance tumorale de différentes tumeurs dans des 
modèles murins de façon associée à l’apoptose endothéliale (247, 248). 
4.2.3.3 Endorepelline et LG3 
La cathepsine-L peut cliver le perlécan pour générer l’endorepelline, fragment de 85kD qui 
correspond au domaine V au complet (figure 15) (119). L’endorepelline interagit 
spécifiquement avec le récepteur intégrines α2β1 (figure 15) (249, 250) et aussi avec 
VEGFR (251). Dans les cellules endothéliales, l’interaction entre l’endorepelline et le 
récepteur intégrines α2β1 induit une augmentation de l’AMPc (adénosine monophosphate 
cyclique), l’activation de PKA (protein kinase A), l’activation de FAK (focal adhesion 
kinase) et une activation transitoire de la voie p38 MAPK. Cette cascade de signalisation 
mène à un désassemblage du cytosquelette d’actine et à l’inhibition du cycle cellulaire 
(215, 249). Il a été récemment démontré que l’endorepelline se lie au VEGFR chez les 
cellules endothéliales, ce qui induit une diminution de l’expression de VEGFR2 et du 
récepteur intégrines α2β1 (251). Pour induire son activité angiostatique, l’endorepelline 
doit lier le VEGFR2 et le récepteur intégrines α2β1. En effet l’endorepelline perd son 
activité angiostatique chez des cellules endothéliales qui n’expriment pas VEGFR2 (251). 
In vivo, l’endorepelline inhibe l’angiogenèse tumorale et la croissance tumorale dans des 
modèles murins (252).  
Le motif LG3 de l’endorepelline est le domaine qui semble avoir la plus grande partie de 
son activité angiostatique (249). Le LG3 est également une matricryptine angiostatique 
générée par le clivage de l’endorepelline par la cathepsine-L ou par des enzymes de la 
famille des métalloprotéinases BMP-1 (bone morphogenetic protein 1)/tolloïde (118, 253). 
Lors de l’apoptose endothéliale, la libération de cathepsine-L par les endothéliales 
apoptotiques induit la production de LG3 (118). Il est intéressant de noter que les deux 
motifs LG proximaux de l’endorepelline, LG1 et LG2, peuvent se lier à plusieurs ligands 




l’endostatine. Au contraire le LG3 serait plus accessible et donc plus susceptible d’être 
libéré par protéolyse (119). Chez les cellules endothéliales, le LG3 interagit avec le 
récepteur intégrines α2β1, active la même cascade de signalisation que l’endorepelline et 
mène aussi à un désassemblage du cytosquelette d’actine (249). En plus de ses propriétés 
angiostatiques, le laboratoire de Dre Hébert a démontré que le LG3 est anti-apoptotique 
pour les fibroblastes via son interaction avec le récepteur intégrines α2β1 et l’activation de 
la voie PI3K (116). 
 
Figure 15 - Représentation schématique de l'extrémité C-terminale du perlécan et des 
récepteurs de l'endorepelline et du LG3 (119) 
 
De façon intéressante, le LG3 a été identifié dans l’urine chez des patients en insuffisance 
rénale terminale et chez des patients en situation de rejet chronique (254, 255). Le LG3 a 
aussi été identifié dans le liquide amniotique de façon associée au syndrome de Down et à 
une rupture prématurée des membranes fœtales (256-258). Ces résultats suggèrent que la 
production de LG3 pourrait être associée à un dommage vasculaire et au remodelage de la 




Tableau 5 - Présence du motif LG3 dans divers fluides corporels et implications 
fonctionnelles potentielles 
Localisation Pathologie Implication fonctionnelle 
potentielle 
Référence 
Urine Insuffisance rénale 
terminale 
Biomarqueur de dommage 
vasculaire 
(254) 
Urine Rejet chronique 
d’allogreffe rénale 
Biomarqueur de dommage 
vasculaire induit par le 
système immunitaire 
(255) 
Liquide amniotique Rupture prématurée des 
membranes fœtales 
Biomarqueur d’ischémie 
fœtale et de dommage 
vasculaire 
(256, 258) 
Liquide amniotique Mères porteuses de fœtus 




du fœtus et de dommage 
vasculaire 
(257) 
Adapté de (119) 
Lors de la formation de la néointima dans le rejet vasculaire ou en athérosclérose, le 
dommage vasculaire induit un remodelage de la MEC. Ce remodelage implique, entre 
autre, une dégradation des molécules de la MEC par les enzymes produites localement par 
les leucocytes recrutés et par les cellules vasculaires. Ce processus libère de nouveaux 
médiateurs, appelés matricryptines, qui possèdent diverses activités biologiques 




HYPOTHESE ET OBJECTIFS 
1 Problématique 
La vasculopathie du greffon est caractérisée par le développement de néointima dans les 
artères, artérioles et capillaires du greffon. La formation de néointima résulte de 
l’accumulation de leucocytes, de matrice extracellulaire et de cellules positives pour 
l’αSMA. Plusieurs études dans des modèles animaux et sur des biopsies humaines 
suggèrent que l’apoptose endothéliale joue un rôle central dans la vasculopathie du greffon. 
L’apoptose endothéliale initie le processus menant au remodelage vasculaire et au 
développement de la néointima.  
Les cellules positives pour l’αSMA dans la néointima sont des CMLV dérivées du donneur 
ainsi que des cellules souches dérivées du receveur, dont les CSM. L’acquisition d’un 
phénotype anti-apoptotique chez ces cellules est déterminante pour le développement de la 
néointima. S’il est bien démontré que l’activation de la voie ERK1/2 et l’augmentation de 
la molécule anti-apoptotique BCL-XL sont des mécanismes impliqués dans l’acquisition de 
ce phénotype, les médiateurs induisant ces mécanismes demeurent mal identifiés.  
2 Hypothèse 
Le laboratoire de Dre Hébert a démontré que les cellules endothéliales apoptotiques libèrent 
des médiateurs induisant une résistance à l’apoptose chez les CMLV et les fibroblastes. 
Notamment, les cellules endothéliales apoptotiques relâchent la cathepsine L qui clive le 
perlécan et ainsi libère un fragment C-terminal (LG3) qui est anti-apoptotique pour les 
fibroblastes. 
Nous avons donc émis l’hypothèse que le LG3 est un des médiateurs clés libéré par les 




néointimales positives pour l’αSMA. Le LG3 pourrait représenter un nouveau médiateur du 
remodelage vasculaire anormal dans le rejet vasculaire. 
3 Objectifs 
Objectif 1 : Évaluer si les cellules endothéliales apoptotiques libèrent des médiateurs 
induisant un phénotype anti-apoptotique chez les CSM et les CMLV : 
• Identifier si le LG3 possède une activité anti-apoptotique chez les CSM et les 
CMLV.  
• Identifier un ou plusieurs autres médiateurs libérés par les cellules endothéliales 
apoptotiques qui induisent ce phénotype.  
• Définir les voies de signalisation impliquées dans la résistance à l’apoptose des 
CSM et des CMLV. 
 
Objectif 2 : Évaluer l’effet du LG3 sur le remodelage vasculaire in vivo dans un modèle de 
rejet vasculaire : 
• Caractériser le développement de la néointima dans ce modèle. 
• Évaluer si le LG3 augmente et/ou accélère la formation de néointima dans ce 
modèle. 
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Mounting evidence indicates that mesenchymal stem cells (MSC) are pivotal to vascular 
repair and neointima formation in various forms of vascular disease. Yet, the mechanisms 
that allow MSC to resist apoptosis at sites where other cell types, such as endothelial cells 
(EC), are dying are not well defined. In the present work, we demonstrate that apoptotic EC 
actively release paracrine mediators which, in turn, inhibit apoptosis of MSC. Serum-free 
medium conditioned by apoptotic EC increases extracellular signal-regulated kinases 1 and 
2 (ERK1/2) activation and inhibits apoptosis (evaluated by Bcl-xL protein levels and poly 
(ADP-ribose) polymerase cleavage) of human MSC. A C-terminal fragment of perlecan 
(LG3) released by apoptotic EC is one of the mediators activating this antiapoptotic 
response in MSC. LG3 interacts with β1-integrins, which triggers downstream ERK1/2 
activation in MSC, albeit to a lesser degree than medium conditioned by apoptotic EC. 
Hence, other mediators released by apoptotic EC are probably required for induction of the 
full antiapoptotic phenotype in MSC. Adopting a comparative proteomic strategy, we 
identified epidermal growth factor (EGF) as a novel mediator of the paracrine component 
of the endothelial apoptotic program. LG3 and EGF cooperate in triggering β1-integrin and 
EGF receptor-dependent antiapoptotic signals in MSC centering on ERK1/2 activation. The 
present work, providing novel insights into the mechanisms facilitating the survival of 
MSC in a hostile environment, identifies EGF and LG3 released by apoptotic EC as central 
antiapoptotic mediators involved in this paracrine response.  
 





Chronic transplant vasculopathy (CTV) is an alloimmune form of vascular disease 
characterized by accelerated and disseminated neointima formation within the vasculature 
of solid organ transplants (1, 2). T-cell-dependent and antibody-mediated mechanisms 
target the allograft endothelium, triggering a cascade of events favoring vascular 
remodeling and neointima formation (2-4). In animal models of chronic renal, heart and, 
more recently, lung rejection, increased endothelial apoptosis was shown to correlate with 
CTV development (5-10). Also, the sustainability of the endothelial apoptotic response 
within human renal and heart allografts was found to be tightly associated with CTV (11, 
12). 
In most forms of pathologic vascular remodeling, including CTV, neointima formation is 
characterized by subendothelial accumulation of α smooth muscle actin (αSMA)-positive 
cells, extracellular matrix (ECM) components, and mononuclear leukocytes (2). Mounting 
evidence indicates that in CTV, bone marrow-derived progenitor cells are also key cellular 
components of the neointima (13-17). In major histocompatibility complex-mismatched 
murine aortic transplants and heart transplants, αSMA-positive intimal cells included a 
large proportion of recipient-derived cells of marrow origin (14,17,18). Mesenchymal cells 
of host origin were also identified within the microvasculature of human renal allografts 
that were undergoing chronic rejection (13). Mesenchymal stem cells (MSC) are adult 
multipotent cells present in bone marrow. They contribute to the regeneration of 
mesenchymal tissues and, when grown in appropriate conditions in vitro, classically 
differentiate into osteoblasts, chondrocytes, or adipocytes (19). Resting MSC with 
multilineage differentiation potential express smooth muscle-specific contractile proteins 
and functional L-type Cav1.2 Ca2+ channels, which represent specific markers of 
differentiated vascular smooth muscle cells (20-22). In a wire-induced vascular injury 
model, MSC have a strong capacity of adherence to injured vessels (22, 23) and contribute 
to neointima formation as well as vascular remodeling (22). Also in this model, MSC 




The acquisition of an antiapoptotic phenotype within αSMA-positive cells is central to the 
initiation of neointima formation in CTV and classical atherosclerosis (24, 25). Activation 
of the extracellular signal-regulated kinases 1 and 2 (ERK1/2) signaling pathway and Bcl-
xL upregulation within αSMA-positive neointimal cells are key molecular components 
implicated in the development of this antiapoptotic phenotype (24-28). In a murine aortic 
CTV model, ex vivo gene transfer of ERK2 antisense oligonucleotides decreases the 
number of αSMA-positive cells accumulating within neointimal areas (26). Increased 
ERK1/2 activation has also been documented within neointimal cells in classical 
atherosclerotic models (27, 28). Bcl-xL inhibition with antisense oligonucleotides was 
found to prevent neointimal accumulation of αSMA-positive cells in models of CTV and 
classical atherosclerosis (24, 25). Finally, ERK1/2 activation was observed to favor Bcl-xL 
upregulation, suggesting that both pathways are probably activated by common upstream 
mediator(s) (1, 29). However, the mediators regulating the increased survival capacity of 
neointimal cells, including MSC, at sites of injury, remain incompletely defined. 
Our group and others recently showed that apoptotic cells actively release paracrine signals 
of potential importance in cellular cross-talk pivotal to the development of an antiapoptotic 
state in neointimal cells (1). Endothelial apoptosis triggers the extracellular export of 
cathepsin L and other proteases, thereby inducing basement membrane proteolysis, a 
characteristic feature of CTV (3, 30, 31). In turn, proteolysis of basement membrane 
perlecan leads to the production of an antiapoptotic carboxyl-terminal (C-terminal) 
fragment active on vascular smooth muscle cells and fibroblasts (29, 32). Intriguingly, this 
C-terminal perlecan fragment (LG3) was found to be increased in the urine of human renal 
transplant recipients with chronic rejection, whereas intrarenal microvascular perlecan 
proteolysis was correlated with chronic renal transplant vasculopathy (33). Hence, 
mediators generated by apoptotic endothelial cells (EC) such as LG3 could play a key role 
in fostering the acquisition of a state of resistance to apoptosis in neointimal cells. In the 




including LG3, as novel regulators of apoptosis in MSC. Also, we define the signaling 




MATERIALS AND METHODS 
 
Cell Culture and Generation of Conditioned Media 
Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC, Clonetics, San Diego, CA, 
www.lonza.com) were grown in endothelial cell basal medium (EBM, Clonetics) and used 
at passages 2 through 4. They were exposed to serum-free medium (RPMI 1640, Gibco, 
Invitrogen Life Technologies, Burlington, ON, Canada, www.invitrogen.com) for 4 hours 
to generate serum-free medium conditioned by apoptotic EC (SSC). For experiments in 
which serum-free media conditioned by either apoptotic or nonapoptotic EC were 
compared, the following experimental system was adopted: equal numbers of EC (2.5 × 104 
cells/cm2) were preincubated for 2 hours in normal medium containing either dimethyl 
sulfoxide (DMSO) (vehicle) or the pan-caspase inhibitor ZVAD-FMK (100 μM). Then, the 
medium was changed to serum-free medium, and EC were serum-starved for 4 hours to 
generate serum-free media conditioned by either apoptotic or nonapoptotic serum-starved 
HUVEC (respectively SSC-DMSO or SSC-ZVAD), as described previously (3, 29, 34). 
Human mesenchymal stem cells (hMSC) were isolated from bone marrow iliac crest 
aspirates of healthy cadaveric donors (20 to 30 years old) and expanded in α-Minimum 
Essential Medium (Invitrogen, Burlington, ON, Canada, http://www.invitrogen.com) 
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (HyClone, Logan, UT, 
http://www.hyclone.com) (35, 36). This procedure was approved by the local institutional 
review board. These hMSC were grown in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (Wisent 
Inc., St-Bruno, QC, http://www.wisent.ca) supplemented with 10% FBS and used at 
passages 2 through 6. Additionally, hMSC were also purchased from Clonetics. These 
hMSC were grown in MSC growth medium (MSCGM) (Cambrex, Waskerville, MD, 
http://www.cambrex.com) and used at passages 2 through 9. The MSC phenotype was 
evaluated by direct immunofluorescence according to standard techniques (37, 38), with 
monoclonal antibodies directed against the human antigens CD90, CD44, CD45, CD14, 




(Coulter Immunology, Beckman Coulter, Mississauga, ON, Canada, 
http://www.beckmancoulter.com) (Supplementary Table 1). Immunofluorescence reactivity 
was determined by automated multiparameter flow cytometry analyzing a minimum of 104 
cells (FACScan, Becton, Dickinson and Company, Mississauga, ON, Canada, 
http://www.bd.com). To confirm the pluripotency of these hMSC, we induced adipogenic 
differentiation and osteogenic differentiation, as described previously (39) (Supplementary 
Fig. 1). 
 
Screening for Apoptosis by Fluorescence Microscopy 
Fluorescence microscopy of unfixed/unpermeabilized adherent cells stained with Hoechst 
33,342 (2′-(4-ethoxyphenyl)-5-(4-methyl-1-piperazinyl)-2.5′-bi-1-1H-benzimidazole) (HT) 
and propidium iodide (PI) was undertaken as described in our previous work (29, 32, 34, 
40). Briefly, cells were grown to confluence in 24-well polystyrene culture plates (Corning 
Inc., Lowell, MA, http://www.corning.com/lifesciences). HT (1 μg/ml) was added for 10 
minutes at 37°C, and the cells were washed with phosphate-buffered saline (PBS). PI was 
added to a final concentration of 5 μg/ml immediately before fluorescence microscopy 
(excitation filter λ = 360-425 nm). The percentages of normal, apoptotic, and necrotic cells 
adherent to the dish were estimated by an investigator blinded to the experimental 
conditions. Chromatin condensation indicative of apoptosis is associated with enhanced 
fluorescence of HT (bright blue), whereas preservation of cell membrane integrity 
precludes PI staining. 
 
Production of Recombinant C-Terminal Perlecan Fragment 
We produced a recombinant perlecan fragment containing the carboxyl-terminal laminin G-
like motif (LG3). We cloned and purified amino acids 4,190 through 4,383 of the murine 
LG3 C-terminal fragment of domain V of perlecan. Total RNA was isolated with TRIzol 
according to the manufacturer's protocol (Invitrogen Life Technologies) and amplified by 




GATGCCCCTGGGCAATACG-3′; reverse, 5′-TGAGGGGCAGGGCCGTGT-3′. The 
amplified complementary DNA sequence was cloned at the SfoI and BamHI restriction 
sites of the pYD1SH8Q1 plasmid vector. The pYD1SH8Q1 vector is a derivative of the 
pTTSH8Q1 vector (41) and contains a N-terminal signal peptide derived from secreted 
human alkaline phosphatase and C-terminal StrepTag-II/(His)8G dual tag. 
HEK293-EBNA1 cells (clone 6E) were inoculated at a density of 0.25 × 106 cells/ml in a 
2.5 l-agitated (110 rpm) Erlenmeyer culture flask (500 ml working volume) in F17 medium 
(Invitrogen Life Technologies) supplemented with glutamine (4 mM) and pluronic acid 
(0.1%) in a humidified incubator at 37°C with 5% CO2. Two days later, the cells (at ∼1.0 × 
106 cells/ml) were transfected with 1 μg/ml DNA and 2.0 μg/ml linear 25-kDa 
polyethylenimine (Polysciences Inc., Warrington, PA, http://www.polysciences.com), as 
reported elsewhere (42, 43). TN1 (0.5% weight/volume final) peptone (OrganoTechnie SA, 
Terrebonne, QC, Canada, http://www.organotechnie.com) feeding was performed 24 hours 
after transfection (44). The culture medium was harvested 120 hours after transfection, 
clarified by centrifugation (4,000 x g for 15 minutes) and filtered through a 0.45 μm 
membrane. LG3 secreted into the medium was purified by immobilized metal-affinity 
chromatography as follows: the clarified culture medium was loaded at 5 ml/minutes onto a 
5-ml Fractogel-cobalt (EMD Chemicals, Gibbstown, NJ, 
http://www.emdchemicals.com/life-science-research) column equilibrated in PBS. After a 
washing step with five column volumes of wash buffer (50 mM sodium phosphate, pH 7.0, 
300 mM NaCl and 25 mM imidazole), bound LG3 was eluted with elution buffer (50 mM 
sodium phosphate, pH 7.0, 300 mM NaCl and 300 mM imidazole). The pooled eluted 
material was immediately desalted on a Econo-Pac 10 column (Bio-Rad Laboratories, 




according to the manufacturer's specifications. Protein concentration was measured by 
absorbance at 280 nm using a calculated LG3M extinction coefficient of 23,950 
(http://ca.expasy.org/tools/protparam.html). Purity of the recovered LG3 protein was 
assessed by reducing sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) (4% to 12% Nu-PAGE Bis-Tris gradient gel, Invitrogen Life Technologies) after 
Coomassie blue R250 staining. 
 
Identification of Antiapoptotic Factors Produced by Apoptotic EC 
We took two comparative proteomic approaches to identify the additional antiapoptotic 
factors released by apoptotic EC: two-dimension liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry (2D-LC-MS/MS) and SDS-PAGE-LC-MS/MS. Serum-free media (0.16 
ml/cm2) conditioned by apoptotic (SSC-DMSO) and nonapoptotic EC (SSC-ZVAD) were 
centrifuged sequentially at 20,000g and 50,000g to eliminate cell debris and apoptotic blebs 
(45). Depletion was confirmed by flow cytometry (FACScan equipped with CellFit 
software, Beckton Dickinson) using FL1 and FL2 channels. For 2D-LC-MS/MS analysis, 
40 ml of conditioned media was concentrated, fractionated by high performance liquid 
chromatography (HPLC), with each fraction concentrated, solubilized, and digested 
overnight with trypsin (Promega, Madison, WI, http://www.promega.com) (sequencing 
grade, estimated trypsin/protein ratio 1:100). The tryptic peptides were analyzed by LC-
MS/MS (46). SDS-PAGE-LC-MS/MS was performed essentially as described elsewhere 
(46). Next, 125 μg of total protein from 70 ml of each sample was resolved by SDS-PAGE 
on 15% acrylamide gel. The gel was stained with Coomassie blue. Each lane was cut into 




Proteins were extracted, separated by electrophoresis, transferred to nitrocellulose 




anti-Bcl-xL (BD Pharmingen, San Diego, CA, http://www.bdbiosciences.com), anti-poly 
(ADP-ribose) polymerase (PARP), anti-phospho-p42p44, anti-phospho-Akt (Ser473) (Cell 
Signaling Technology, Inc., Beverly, MA, http://www.cellsignal.com), and anti-Actin 
(Cedar Lane, Hornby, ON, Canada, Canada, http://www.cedarlanelabs.com). After initial 
probing, membranes probed with antiphospho-p42/p44 were stripped (2% SDS, 100 mM β-
mercaptoethanol and 62.5 mM tris-HCl, pH 6.7, at 50°C for 20 minutes with gentle shaking 
or 0.1% SDS, 1.5% glycin and 0.01% Tween 20, pH 2.2, at room temperature for 20 
minutes with gentle shaking) and reprobed with an anti-p42/p44 antibody (Cell Signaling 
Technology, Inc.) or an anti-ERK2 antibody (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, 
CA, http://www.scbt.com). After initial probing, membranes probed with anti-phospho-Akt 
were stripped (2% SDS, 100 mM β-mercaptoethanol and 62.5 mM tris-HCl, pH 6.7, at 




LY294002, PD98059, PD153035, and ZFF-FMK were purchased from Calbiochem (San 
Diego, CA, http://www.emdbiosciences.com). ZVAD-FMK was obtained from R&D 
Systems, Inc. (Minneapolis, MN, http://www.rndsystems.com). Anti-β1-integrin blocking 
antibody was bought from Beckman Coulter (Fullerton, CA, 
http://www.beckmancoulter.com). Antiepidermal growth factor (EGF) neutralizing 
antibodies were obtained from Abcam (Cambridge, MA, http://www.abcam.com) and 
Biovision (Mountain View, CA, http://www.biovision.org). TAPI-2 was from Biomol 
International (Plymouth Meeting, PA, http://www.enzolifesciences.com/biomol). 
 
Statistical Analysis 
The results, expressed as mean ± SEM, were analyzed by Student's t test. p ≤ .05 was 






Mediators Released by Apoptotic EC Inhibit Apoptosis of hMSC Through an 
ERK1/2- Dependent Pathway 
EC exposed to serum- and growth factor-free medium for 4 hours displayed a significant 
apoptotic response (Fig. 1A). Medium conditioned for 4 hours by serum-starved apoptotic 
EC (SSC) (Supplementary Fig. 2) inhibited hMSC apoptosis (as evaluated by chromatin 
condensation (Fig. 1B), PARP cleavage (Supplementary Fig. 3A), and Bcl-xL protein 
levels (Supplementary Fig. 3B) compared with serum-free medium (SS). We then 
determined whether antiapoptotic mediators active on hMSC were produced by EC 
specifically over the course of the apoptotic process. Hence, we compared the antiapoptotic 
activity on hMSC of media conditioned by either apoptotic or nonapoptotic EC. The 
following method was used to generate serum-free medium conditioned by nonapoptotic 
EC (SSC-ZVAD): confluent EC were preincubated with the cell-permeable and irreversible 
pan-caspase inhibitor zVAD-fmk for 2 hours. The EC were then exposed to serum-free 
medium for 4 hours (Supplementary Fig. 2). To produce medium conditioned by apoptotic 
EC (SSC-DMSO), an equal number of EC were preincubated with vehicle (DMSO) for 2 
hours, followed by serum-starvation for 4 hours (Supplementary Fig. 2). Pan-caspase 
inhibition with ZVAD-FMK significantly decreased the percentage of apoptotic EC, 
whereas preincubation with DMSO did not (3, 29) (Fig. 1A). The hMSC were then exposed 
to conditioned media cleared of cell debris (Supplementary Fig. 2). Apoptosis was 
significantly reduced in hMSC exposed to SSC-DMSO compared with those exposed to 
SSC-ZVAD (Fig. 1B), confirming that mediators released during EC apoptosis fuel the 
production of antiapoptotic mediators that are active on hMSC. Commercially-available 
hMSC also mounted an antiapoptotic response when exposed to SSC-DMSO, but not to 
SSC-ZVAD (data not shown). SSC also protected hMSC from H2O2-induced apoptosis, 




Collectively, these results suggest that EC apoptosis prompts the release of antiapoptotic 
mediators active on hMSC. 
The ERK1/2 and phosphoinositide-3 kinase (PI3K) pathways are key transducers of 
antiapoptotic signals in various cell types. We tested whether these two signaling pathways 
are involved in the antiapoptotic response triggered by paracrine mediators released by 
apoptotic EC. Increased ERK1/2 phosphorylation was found in hMSC exposed to SSC for 
15 or 30 minutes, compared with hMSC exposed to SS (Fig. 1B and Supplementary Fig. 
3D). Again, medium conditioned by apoptotic EC (SSC-DMSO) augmented ERK1/2 
phosphorylation in hMSC, whereas medium conditioned by nonapoptotic EC (SSC-ZVAD) 
did not (Fig. 1B). This result demonstrated that endothelial apoptosis specifically induces 
the release of mediators of importance in ERK1/2 activation. To further define the 
functional importance of ERK1/2 in the antiapoptotic response, hMSC were exposed to 
SSC in the presence of PD98059 (50 μM), a chemical inhibitor of MEK. Inhibition of 
ERK1/2 activation (Fig. 1C) blocked the antiapoptotic response of hMSC, as demonstrated 
by nuclear morphologic changes and Bcl-xL levels (Fig. 1D, 1E), suggesting a central role 
for ERK1/2 in transducing antiapoptotic signals in this system. SSC also increased the 
phosphorylation of Akt, a downstream target of PI3K, in hMSC. However, PI3K inhibition 
in hMSC with LY294002 failed to block the antiapoptotic response conferred by SSC (Fig. 
1F). These results demonstrate that paracrine mediators produced by apoptotic EC inhibit 
hMSC apoptosis through ERK1/2-dependent pathways, whereas PI3K activation does not 
appear to regulate this antiapoptotic response. 
 
LG3 Activates ERK1/2 in hMSC 
We previously showed that apoptotic EC release cathepsin L, thus triggering ECM 
proteolysis and the release of a C-terminal fragment of perlecan (LG3) (3, 29). Hence, we 
evaluated the importance of LG3 in recapitulating the antiapoptotic response elicited in 
hMSC by SSC. LG3 increased ERK1/2 phosphorylation in serum-starved hMSC, albeit to a 




serum-starved hMSC, although incompletely in comparison with SSC (Fig. 2B). LG3 is 
known to interact with β1 integrins in fibroblasts and EC (32, 47). To define the 
significance of LG3-β1-integrin interactions in triggering an antiapoptotic response in this 
system, hMSC were pretreated for 30 minutes with a β1-integrin-blocking antibody (10 
μg/ml) or control antibody, followed by coincubation with SSC or SS supplemented with 
recombinant LG3. ERK1/2 phosphorylation induced by LG3 was abolished by β1-integrin 
blockade, but not by the control antibody (Fig. 2C). However, β1-integrin blockade 
decreased but did not abrogate ERK1/2 phosphorylation in hMSC exposed to SSC (Fig. 
2D). These results suggest that LG3-β1-integrin interactions participate in the antiapoptotic 
response of hMSC. Yet, additional mediators released by apoptotic EC would be required 
to induce the full antiapoptotic response conferred by SSC. 
 
EGF Is Released by Apoptotic EC and Contributes to the ERK1/2-Dependent 
Antiapoptotic Response of hMSC 
To identify additional antiapoptotic factors released specifically by apoptotic EC, we used 
two complementary comparative proteomic approaches. Equal volumes of SSC-DMSO and 
SSC-ZVAD, conditioned for 4 hours by an equal number of EC, were concentrated, 
fractionated by HPLC or resolved by SDS-PAGE, and proteins were sequenced by MS/MS. 
To be considered for further analysis, proteins had to be present exclusively in SSC-
DMSO, and had to be a known growth or antiapoptotic factor and of human origin. Five 
proteins met the screening criteria (Table 1). Among them, EGF was the only one identified 
by both methods and known to inhibit MSC apoptosis (48). 
To confirm the functional importance of EGF in this antiapoptotic loop, hMSC were 
exposed to SSC in the presence of an EGF-neutralizing antibody or control antibody. EGF 
neutralization blocked resistance to apoptosis and decreased ERK1/2 phosphorylation in 
hMSC, whereas the control antibody did not (Fig. 3A, 3B). To further evaluate the 
functional importance of EGF-EGF receptor (EGFR) interactions, PD153035 was used to 




phosphorylation (Fig. 3C) and significantly inhibited the antiapoptotic response of hMSC, 
as assessed by nuclear morphologic changes and Bcl-xL levels (Fig. 3D). Also, hMSC 
exposed to serum-free medium in the presence of recombinant EGF (1, 10, 100 ng/ml) 
showed dose-dependent ERK1/2 phosphorylation and resistance to apoptosis, as estimated 
by PARP cleavage (Fig. 3E). 
We also considered the possibility that proteases released by apoptotic EC (3) could trigger 
membrane-bound EGF expressed by hMSC. EGF is synthesized as a transmembrane 
precursor that can undergo proteolytic cleavage at the cell membrane. Shedding of pro-EGF 
is triggered by zinc-dependent matrix metalloproteases (MMP) and a disintegrin-
metalloprotease (49). The hMSC were exposed to SSC in the presence of TAPI-2 (20 or 40 
μM), an inhibitor of MMP, which has been shown to suppress EGF shedding at these 
concentrations (50). TAPI-2 did not block ERK1/2 phosphorylation induced by SSC in 
hMSC (Fig. 3F). Also, we investigated whether cathepsin L released by apoptotic EC (3) 
could participate in shedding of pro-EGF expressed by hMSC. ZFF-FMK (15 μM), an 
inhibitor of cathepsin L activity, did not attenuate ERK1/2 phosphorylation in hMSC 
exposed to SSC (Fig. 3F). These results indicate that EGF from apoptotic EC participates in 
the induction of the ERK1/2-dependent antiapoptotic phenotype in hMSC, whereas EGF 
shedding by protease(s) released by apoptotic EC is not implicated in this antiapoptotic 
loop. 
 
Coordinate Activities of EGF and LG3 in the Regulation of hMSC Apoptosis 
Cooperation between integrins and EGFR has been described in various cell types (51). 
Therefore, we tested the possibility that LG3-β1-integrins and EGF-EGFR interactions 
could cooperatively activate ERK1/2 in hMSC. Serum-free medium supplemented with 
both recombinant EGF and LG3 enhanced ERK1/2 phosphorylation in hMSC, compared 
with recombinant EGF or LG3 alone (Fig. 4A). Also, the viability of serum-starved hMSC 
was significantly increased in presence of recombinant EGF and LG3 (Supplementary Fig. 




supplemented with EGF and LG3 compared with baseline (time 0) and hMSC exposed to 
serum-free medium (Supplementary Fig. 4B). LY294002, a biochemical inhibitor of PI3K, 
blocked Akt phosphorylation in serum-starved hMSC exposed to EGF-LG3 
(Supplementary Fig. 4B) but did not prevent enhanced hMSC viability conferred by EGF 
and LG3 (Supplementary Fig. 4A). Also, Bcl-xL protein overexpression was heightened in 
hMSC exposed to serum-free medium supplemented with both recombinant EGF and LG3, 
compared with recombinant EGF or LG3 alone (Fig. 4B). EGF and LG3 also enhanced 
viability of hMSC submitted to oxidative stress, another proapoptotic stimulus of 
importance in vascular injury (Supplementary Fig. 4C). Collectively, these results suggest 
that EGF and LG3 released by apoptotic EC co-ordinately induce ERK1/2 phosphorylation 





In most forms of chronic vascular damage and repair, MSC home to and accumulate at sites 
where other cell types are actively dying (24,25, 52–54). In chronic rejection, T-cell-
dependent and antibody responses target the endothelium, contributing to a sustained 
increase in endothelial apoptosis (6–12, 55). In turn, endothelial apoptosis leads to a state of 
hyperadhesiveness, facilitating the recruitment and emigration of lymphocytes and 
macrophages (56) but also hMSC (23). However, the mechanisms allowing MSC to survive 
at sites of vascular injury remain ill defined. In previous work, we showed that caspase-3 
activation in apoptotic EC triggers cathepsin L extracellular export, favoring the cleavage 
of matrix components and LG3 release (3). Perlecan proteolysis has been documented in 
animal models of renal allograft rejection, and direct evidence of microvascular perlecan 
proteolysis in human renal biopsies with evidence of CTV has been reported recently (31, 
33). LG3 urinary levels were found to be elevated in renal transplant recipients with CTV, 
suggesting that LG3 is a novel biomarker of CTV in humans (33, 57). Hence, we evaluated 
whether factors produced by apoptotic EC, including LG3, could foster a state of resistance 
to apoptosis conducive to hMSC accumulation at sites of vascular injury. 
The present results demonstrate that apoptotic EC release antiapoptotic mediators active on 
hMSC. Human mesenchymal stem cells subjected to growth factor deprivation in the 
presence of mediators generated by apoptotic EC show increased ERK1/2 activation, Bcl-
xL upregulation, decreased PARP cleavage, and significantly less nuclear morphologic 
features of apoptosis. Human mesenchymal stem cells exposed to mediators produced by 
apoptotic EC are also more resistant to oxidative stress, suggesting a broad antiapoptotic 
spectrum for these mediators. ERK1/2 activation is a pivotal pathway for integration and 
transduction of antiapoptotic signals elicited by the paracrine component of endothelial 
apoptosis. Biochemical inhibition of ERK1/2 activation in hMSC exposed to SSC largely 
prevents Bcl-xL upregulation and blocks the antiapoptotic response in hMSC. ERK1/2 
activation and Bcl-xL upregulation play central roles in neointima formation in most, if not 




mediators from apoptotic EC induce antiapoptotic cross-talk in hMSC that recapitulate key 
features of the neointimal phenotype. 
LG3 was identified previously by our group as an antiapoptotic, cryptic factor released 
upon initiation of EC apoptosis and active on vascular smooth muscle cells and fibroblasts. 
Urine proteomic analysis identified LG3 as a novel biomarker of CTV in renal transplant 
recipients (30, 31, 58). The present work demonstrates that LG3 could participate in the 
pathophysiology of CTV through inhibition of apoptotic pathways in hMSC. In this system, 
however, LG3 needs a cofactor(s) for the development of a full antiapoptotic response. 
Recombinant LG3 increases ERK1/2 activation and resistance to apoptosis in hMSC. This 
effect is dependent on LG3-β1-integrin interactions as β1-integrin blockade significantly 
reduces ERK1/2 activation in hMSC exposed to either recombinant LG3 or SSC. However, 
ERK1/2 activation and inhibition of apoptosis induced by recombinant LG3-β1-integrin 
interactions do not parallel the robust response elicited by SSC. 
We identified EGF as a novel mediator of the paracrine component of the endothelial 
apoptotic program. EGF was found specifically in medium conditioned by apoptotic EC, by 
two unbiased, independent, comparative proteomic approaches. EGF was considered as a 
potential cofactor in our system since it has known antiapoptotic activity on MSC. EGF-
EGFR signaling is also an important pathway for initiation of hyperplastic neointimal 
responses. In a murine model of vascular injury-induced neointimal hyperplasia, contractile 
neointimal cells were found to express high levels of EGFR compared with those in media 
and uninjured arteries. Moreover, in this study, EGFR inhibition with EGF-genistein 
suppressed neointima formation after vascular injury (59). In support of a central functional 
role for EGF in the paracrine antiapoptotic loop active on hMSC, neutralizing anti-EGF 
antibodies significantly decrease ERK1/2 activation and the development of an 
antiapoptotic response in hMSC exposed to SSC. Also, recombinant EGF induces an 
ERK1/2-dependent antiapoptotic phenotype in hMSC. Blocking EGFR tyrosine 
phosphorylation with a biochemical inhibitor attenuates the entire spectrum of antiapoptotic 




activation, Bcl-xL upregulation and resistance to apoptosis) in hMSC exposed to SSC. 
These results demonstrate a key role of EGF-EGFR interactions in initiation of the 
antiapoptotic response in hMSC. 
As we showed previously that cathepsin L is released by apoptotic EC, we also considered 
the possibility that proteases released by apoptotic EC could cleave membrane-bound EGF 
on the surface of hMSC, thus triggering an autocrine antiapoptotic response. However, 
exposing hMSC to SSC in the presence of ZFF-FMK, a biochemical inhibitor of cathepsin 
L, does not attenuate ERK1/2 activation. TAPI-2, a broad inhibitor of MMP implicated in 
the shedding of membrane-bound EGF, also fails to lower the antiapoptotic activity of SSC. 
Collectively, these results indicate a direct role for EGF produced by apoptotic EC in 
triggering an EGFR-dependent antiapoptotic response in hMSC, leading to downstream 
activation of ERK1/2 and Bcl-xL overexpression. The specific mechanisms of EGF release 
by apoptotic cells upon caspase activation will be the scope of future studies. 
We then considered potential cross-talk between EGF and LG3 in fostering an antiapoptotic 
response in hMSC. EGFR can be coupled with integrins to regulate multiple biologic 
functions (60). Interestingly, in breast cancer cells, intricate coupling between integrins and 
EGFR regulating cell survival through the ERK1/2 pathway has been described (61). In 
hMSC, concomitant exposure to EGF and LG3 results in an additive effect on ERK1/2 
activation and Bcl-xL upregulation. Hence, in hMSC, both pathways cooperate to trigger a 
robust antiapoptotic response. Different mechanisms have been implicated in the cross-talk 
between integrins and EGFR. Integrins can be required for propagation of EGF-mediated 
signaling through complexes formed by integrins and EGFR, leading to optimal mitogen-
activated protein kinase activity (62). β1-integrins are also known to associate 
preferentially with EGFR (63, 64). Finally, integrins and EGFR can act on parallel 
pathways and cooperate to reach a final biologic response (65). Further work is needed to 
define the levels of cooperation between the two pathways in hMSC. Nonetheless, the 
present results suggest that the combined actions of EGF and LG3 have an additive impact 




generating limiting concentrations of each mediator, could actively suppress hMSC 
apoptosis through LG3-EGF cooperation. 
Based on the present results and previous work by our group, we propose that upon 
activation of caspases, apoptotic EC release, through highly-regulated pathways, various 
mediators aimed at triggering remodeling at sites of apoptotic cell deletion. LG3 and EGF, 
two mediators central to this paracrine response, cooperate in evoking EGFR-dependent 
and β1-integrin-dependent antiapoptotic signals centering on ERK1/2 activation. In turn, 
ERK1/2 activation fosters Bcl-xL upregulation and the development of a functional 
antiapoptotic response, allowing cells actively involved in tissue repair to survive in a 
hostile environment. 
Apoptosis has long been considered to be a silent process. The present findings and recent 
work from our group and others demonstrate that apoptotic cells actively deliver finely-
orchestrated messages to neighboring cells. Apoptotic cells secrete lysophosphatidic acid, 
fostering the recruitment of monocytic cells and the clearance of apoptotic bodies (66). Our 
group has shown that apoptotic EC release paracrine antiapoptotic mediators active on 
MSC, VSMC, and fibroblasts (29, 32, 34), three cell types of importance in the initiation of 
wound repair and vascular remodeling. Although potentially beneficial initially, this 
paracrine response, if sustained by chronic endothelial injury, could fuel an endless form of 
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Figure 1. Mediators, released by apoptotic EC, inhibit apoptosis of hMSC through an 
ERK1/2-dependent pathway. (A): Percentage of human umbilical vein endothelial cells 
(HUVEC) stained with Hoescht and propidium iodide (HT-PI) showing condensed 
chromatin (apoptosis) in the absence of membrane permeability (necrosis) after exposure 
for 4 hours to the experimental strategies listed below; n = 3 (*, p < .001). (B): Upper 
panel: percentage of hMSC stained with HT-PI and presenting evidence of condensed 
chromatin (apoptosis) in the absence of membrane permeability (necrosis) after exposure 
for 24 hours to normal medium (N), serum-free medium (SS), serum-free medium 
conditioned by apoptotic HUVEC (SSC and SSC-DMSO), or serum-free medium 
conditioned by nonapoptotic HUVEC (SSC-ZVAD); n ≥ 8 (* vs. SS, p < .001, # vs. SSC-
non-apo, p < .001). Lower panel: immunoblotting analysis of phosphorylated and total 
ERK1/2 in hMSC exposed for 30 minutes to N, SS, serum-free medium conditioned by 
apoptotic HUVEC (SSC and SSC-DMSO), or SSC-ZVAD. (C): Immunoblotting analysis 
of phosphorylated and total ERK1/2 in hMSC exposed for 30 minutes to N, SS, SSC alone, 
or supplemented with PD98059 (50 μM) or a corresponding vehicle. These results are 
representative of three independent experiments. (D): Percentage of HT-PI stained hMSC 
displaying condensed chromatin in the absence of membrane permeability after exposure 
for 24 hours to N, SS, or SSC supplemented or not with DMSO or PD98059 (50 μM); n ≥ 6 
(* vs. SS, p < .001). (E): Immunoblotting analysis of Bcl-xL and actin in hMSC exposed 
for 24 hours to SS, SSC supplemented with DMSO, or PD98059 (50 μM). These results are 
representative of three independent experiments. (F): Left panel: Immunoblotting analysis 
of phosphorylated and total Akt in hMSC exposed, for 30 minutes, to N, SS, SSC alone or 
SSC supplemented with LY294002 (5 or 10 μM) or vehicle. These results are 
representative of three independent experiments. Right panel: Percentage of HT-PI-stained 
hMSC showing condensed chromatin in the absence of membrane permeability 24 hours 
after exposure to N, SS, SSC or SSC supplemented with LY294002 (5 μM) or vehicle; n = 
3 (* vs. SS, p < .01). Abbreviations: Akt-Phospho, phosphorylated form of Akt; DMSO, 
dimethyl sulfoxide; EC, endothelial cells; ERK-Phospho, phosphorylated forms of ERK 1 




medium; SSC and SSC-DMSO, serum-free medium conditioned by apoptotic EC; SSC-
ZVAD, serum-free medium conditioned by nonapoptotic EC. 
 
Figure 2. LG3 activates ERK1/2 in hMSC. (A): Left panel: Immunoblotting analysis of 
phosphorylated ERK1/2 and total ERK2 in hMSC exposed for 30 minutes to N, SS, SSC, 
or SS supplemented with LG3 (10 μg/ml). These results are representative of three 
independent experiments. Right panel: autoradiographs were quantified by densitometric 
scanning for the ERK1/2 phosphorylated form relative to the amount of total ERK1/2 (* vs. 
SS, p < .01, # vs. SSC, p < .05) (B): Immunoblotting analysis of PARP cleavage and actin 
in hMSC exposed for 8 hours to SS, SSC, or SS supplemented with LG3 (1 or 10 μg/ml). 
These results are representative of three independent experiments. (C): Immunoblotting 
analysis of phosphorylated ERK1/2 and total ERK2 in hMSC exposed for 30 minutes to N, 
SS, SSC, or SS supplemented with LG3 (10 μg/ml) or anti-β1 integrin antibody (10 μg/ml) 
or control rabbit IgG (10 μg/ml). These results are representative of three independent 
experiments. (D): Immunoblotting analysis of phosphorylated ERK1/2 and total ERK2 in 
hMSC exposed for 30 minutes to N, SS, SSC, or SSC supplemented with anti-β1 integrin 
antibody (10 μg/ml) or control rabbit IgG (10 μg/ml). These results are representative of 
three independent experiments. Abbreviations: EC, endothelial cells; ERK2, extracellular 
signal-regulated kinase 2; ERK-Phospho, phosphorylated forms of ERK 1 and 2; hMSC, 
human mesenchymal stem cells; N, normal medium; SSC, serum-free medium conditioned 
by apoptotic EC; SS, serum-free medium. 
 
Figure 3. EGF released by apoptotic EC plays a central role in activating the ERK1/2-
dependent antiapoptotic pathways in hMSC. (A): Percentage of HT-PI-stained hMSC 
showing condensed chromatin in the absence of membrane permeability after exposure to 




antibody (0.35 μg/ml) for 24 hours; n = 3 (*, p < .001). (B): Immunoblotting analysis of 
phosphorylated ERK1/2 and total ERK2 in hMSC exposed for 30 minutes to N, SS, or SSC 
supplemented with neutralizing anti-EGF antibody or control mouse IgG (0.5 μg/ml). 
These results are representative of three independent experiments. (C): Immunoblotting 
analysis of phosphorylated and total ERK1/2 in hMSC exposed for 30 minutes to N, SS, 
SSC alone or supplemented with DMSO or PD153035 (1 μM). These results are 
representative of three independent experiments. (D): Upper panel: percentage of hMSC 
stained with HT-PI showing condensed chromatin (apoptosis) in the absence of membrane 
permeability (necrosis) after exposure to N, SS, SSC, SS supplemented with PD153035 (1 
μM) or vehicle for 24 hours; n ≥9 (*, p < .001). Lower panel: immunoblotting analysis of 
Bcl-xL and actin in hMSC exposed to SS or SSC supplemented with DMSO or PD153035 
(1 μM) for 24 hours. These results are representative of three independent experiments. 
(E): Upper panel: immunoblotting analysis of phosphorylated and total ERK1/2 in hMSC 
exposed for 30 minutes to N, SS, SSC, or SS supplemented with recombinant EGF (1, 10, 
and 100 ng/ml). Lower panel: immunoblotting analysis of anti-poly(ADP-ribose) 
polymerase (PARP) and actin in hMSC exposed for 8 hours to N, SS, SSC, or SS 
supplemented with EGF (100 ng/ml). These results are representative of three independent 
experiments. (F): Upper panel: immunoblotting analysis of phosphorylated ERK1/2 and 
total ERK2 in hMSC exposed for 30 minutes to N, SS supplemented or not with TAPI-2 
(40 μM), or SSC supplemented or not with TAPI-2 (20 or 40 μM). These results are 
representative of three independent experiments. Lower panel: immunoblotting analysis of 
phosphorylated ERK1/2 and total ERK2 in hMSC exposed for 30 minutes to N, SS, or SSC 
supplemented with ZFF-FMK (15 μM) or vehicle. These results are representative of three 
independent experiments. Abbreviations: EC, endothelial cells; EGF, epidermal growth 
factor; ERK2, extracellular signal-regulated kinase 2; ERK-Phospho, phosphorylated forms 
of ERK 1 and 2; hMSC, human mesenchymal stem cells; N, normal medium; SSC, serum-





Figure 4. EGF and LG3 cooperate toward the induction of an antiapoptotic phenotype of 
hMSC. (A): Immunoblotting analysis of phosphorylated ERK1/2 and total ERK2 in hMSC 
exposed for 30 minutes to N, SS, SSC, or SS supplemented with recombinant EGF (1 
ng/ml) or LG3 (10 μg/ml) alone or together. These results are representative of three 
independent experiments. (B): Immunoblotting analysis of Bcl-xL and actin in hMSC 
exposed to N, SS, SSC, or SS supplemented with recombinant EGF (100 ng/ml) or LG3 (1 
μg/ml) alone or together for 24 hours. These results are representative of three independent 
experiments. Abbreviations: EC, endothelial cells; EGF, epidermal growth factor; ERK2, 
extracellular signal-regulated kinase 2; ERK-Phospho, phosphorylated forms of ERK1 and 
2; hMSC, human mesenchymal stem cells; N, normal medium; SSC, serum-free medium 
conditioned by apoptotic EC; SS, serum-free medium. 
 
Figure 5. EGF and LG3 produced by apoptotic EC co-ordinately activate ERK1/2-
dependent antiapoptotic pathways in hMSC. Schematic diagram: Apoptosis of EC triggers 
the release of soluble mediators, which include a C-terminal fragment of perlecan (LG3) 
and EGF. EGF-EGFR and LG3-β1-integrin interactions center on activation of ERK1/2-
dependent antiapoptotic pathways in hMSC. Abbreviations: Cath. L, cathepsin L; EC, 
endothelial cells; EGF, epidermal growth factor; EGFR, EGF receptor; ERK1/2, 
extracellular signal-regulated kinases 1 and 2; hMSC, human mesenchymal stem cells; 





Supplementary Figure 1: Micrographs of non-differentiated hMSC and hMSC after 
adipogenic and osteogenic differentiation (magnification 200×). 
 
Supplementary Figure 2: Schematic diagram. Experimental strategy for the production of 
serum-free media conditioned by either apoptotic or non-apoptotic HUVEC. 
 
Supplementary Figure 3: A. Immunoblotting analysis of PARP and actin in hMSC 
exposed for 4 or 8 h to N, SS or SSC. These results are representative of 3 independent 
experiments. B. Immunoblotting analysis of Bcl-xL and actin in hMSC exposed for 8 or 24 
h to N, SS or SSC. These results are representative of 3 independent experiments. C. 
Percentage of hMSC stained with HT-PI showing condensed chromatin in the absence of 
membrane permeability after exposure to N, SS supplemented with 10% FBS and H2O2 
(20 μM) or SSC supplemented with 10% FBS and H2O2 (20 μM). n=3 (*, p<0.01). D. 
Immunoblotting analysis of phosphorylated and total ERK1/2 in hMSC exposed for 15 or 
30 min to N, SS or SSC. These results are representative of 3 independent experiments. 
 
Supplementary figure 4 : A. Viability assay on hMSC exposed 24h to SS, SS 
supplemented with EGF (10ng/ml) and LG3 (10μg/ml) alone or with LY(5μM) or vehicle. 
n=8 (*,p<0,001). B. Upper panel : immunoblotting analysis for phosphorylated and total 
Akt in hMSC at baseline and exposed 30 minutes to N, SS alone or supplemented with 
EGF(10ng/ml) and LG3(10μg/ml). These results are representative of three independent 




hMSC exposed 30 minutes to SS and SS supplemented with EGF and LG3 alone or 
supplemented with LY or vehicle. These results are representative of three independent 
experiments. C. Viability assay on hMSC exposed 24h to SS supplemented with 10% FBS 
(SS+FBS), SSC supplemented with +10%FBS (SSC+FBS), SS+FBS supplemented with 
50μM of H2O2 (SS+FBS+H2O2),SS+FBS+H2O2 supplemented with EGF (1ng/ml) and 
































Table 1. List of growth or anti-apoptotic factors identified exclusively in SSC-DMSO 
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Rationale: Endothelial apoptosis is increased in association with acute and chronic vascular 
rejection (VR) of solid allografts. Apoptotic endothelial cells (EC) release LG3, a C-
terminal fragment of perlecan of potential importance in vascular remodeling and 
neointima formation. 
Objective: Our 2 goals were to determine whether circulating levels of LG3 are increased in 
association with acute VR of renal allografts and to evaluate the impact of LG3 on vascular 
remodeling. 
Methods and Results: We conducted a case-control study to compare serum LG3 levels in 
human renal transplant patients with acute VR, tubulo-interstitial rejection (ATIR) and 
normal graft function. Aorta transplantation between fully MHC-mismatched mice in 
association with intravenous LG3 injection was used to characterize the impact of LG3 on 
vascular remodeling. Scratch assays evaluated the promigratory activity of LG3 on vascular 
smooth muscle cells (VSMC) in vitro. Serum LG3 levels were significantly elevated in 
human renal transplant patients with acute VR (n=16) compared to ATIR (n=16) and 
normal graft function (n=32, P=0.004). In patients with acute VR, graft loss was associated 
with elevated LG3 levels. Increasing LG3 serum levels in aortic allograft recipients 
significantly increased neointima formation. LG3 injection fostered accumulation of α-
smooth muscle actin–positive cells and decreased the number of CD31 positive EC. LG3 
increased the migration of VSMC through extracellular signal-regulated kinases 1/2-
dependent pathways. 
Conclusion: These results indicate that LG3 is a novel regulator of obliterative vascular 
remodeling during rejection. 
 





Vascular rejection (VR) is closely associated with the development of obliterative changes 
in the arteries, arterioles, and capillaries of solid organ transplants (1-3). Endothelial 
apoptosis was shown to be increased in acute VR, and the sustainability of the apoptotic 
endothelial response is tightly correlated with progressive concentric myointimal 
thickening, leading to lumen narrowing, downstream ischemic changes, and loss of 
allograft function (1-3). Although mononuclear leukocytes are present within the 
neointima, the vast majority of neointimal cells are α-smooth muscle actin (αSMA)-positive 
cells that stem from the migration and accumulation of recipient and/or donor-derived 
mesenchymal stem cells (MSC), vascular smooth muscle cells (VSMC), and 
myofibroblasts (4-6). Recipient-derived MSC have been identified within neointimal 
lesions in animal models and in human renal transplant recipients with chronic rejection. 
However, nonrecipient-derived αSMA-positive cells also integrate within the neointima, 
indicating that the migration of donor-derived VSMC or local stem cells is an additional 
mechanism contributing to neointima formation in transplant vasculopathy (TV) (7). In this 
context, migration of αSMApositive cells and their acquisition of a prosurvival phenotype 
are central to progressive lumen narrowing.  
Basement membrane degradation is another key hallmark of VR, and mounting evidence 
suggests that extracellular matrix (ECM) remodeling dramatically alters vascular 
homeostasis. ECM proteolysis has been implicated in the production of cryptic ECM 
fragments, referred to as matricryptins, that display novel functional activity on cells of the 
vessel wall (8). For example, collagen XVIII degradation by several proteases - including 
matrix metalloproteinases, elastases, and various cathepsins - triggers production of the 
matricryptin endostatin, a C-terminal fragment with potent angiostatic activity (9). 
Similarly, perlecan, a proteoglycan embedded within the vascular basement membrane, 
when degraded by bone morphogenetic protein-1/tolloid family of metalloproteinases or 
cathepsin-L, releases the matricryptic angiostatic C-terminal fragments endorepellin and 




Our group recently uncovered a crucial role of endothelial cell (EC) apoptosis in the 
production of matricryptic fragments (13-15). This finding is of special relevance in VR, as 
immune-mediated endothelial injury and sustained endothelial apoptosis are closely 
correlated with obliterative vascular remodeling in renal and heart transplant recipients (16-
18). Caspase-3 activation in apoptotic EC fosters the extracellular release of cathepsin-L, 
which degrades perlecan, thereby liberating LG3 (11). In turn, LG3 interacts with α2β1 
integrins on MSC and fibroblasts, resulting in a state of resistance to apoptosis (13-15). In 
MSC, this antiapoptotic phenotype develops downstream of extracellular signal-regulated 
kinases 1/2 (ERK1/2) activation and is further enhanced by cross-talk with the epidermal 
growth factor - epidermal growth factor receptor pathway (15). Other groups have shown 
that LG3-α2β1 integrin interactions on EC significantly inhibit angiogenesis in vitro and in 
vivo (10,12,19). Collectively, these functions, in contrast to the proangiogenic and 
antiproliferative activity of undegraded perlecan, point to the possibility that LG3 may 
contribute to vascular remodeling in conditions associated with EC apoptosis. 
In the present work, we sought to determine whether circulating LG3 levels are increased in 
renal transplant patients with acute VR and whether they correlate with allograft outcome. 
We also evaluated the functional consequences of increased circulating LG3 levels on 
vascular remodeling in a pure VR model. Mice were transplanted with a fully major 
histocompatibility complex (MHC)-mismatched aortic graft in the absence of 
immunosuppression, followed by intravenous (iv) injection of recombinant LG3. Finally, 






Patients, Setting, and Study Design 
We performed a retrospective, case-control study in which we compared serum levels of 
LG3 in kidney transplant recipients who experience acute VR to levels observed in patients 
with acute tubulo-interstitial rejection (ATIR), or normal graft function. The project was 
approved by the CHUM ethics review board. All patients who received a kidney graft at the 
CHUM between January 1, 1990, and August 1, 2009, were identified through an electronic 
clinical database that has been maintained prospectively from January 1, 1990. Since then, 
for each renal transplant patient, sera were banked weekly during the first month 
posttransplant in a biological databank. Subjects were eligible for participation in the study 
if serum sampled within 3 weeks of diagnostic biopsy (for patients with acute VR and 
ATIR) was available and informed consent was obtained.  
Acute VR was defined as Banff grade II or III acute T-cell mediated rejection, and ATIR as 
Banff grade I acute rejection (20). Banff I cases with positive C4d staining were excluded. 
All biopsies were performed for cause. Each case of acute VR was matched for the 
transplant period (±2 years) and for time elapsed between transplantation and serum 
collection (±1 week), with 1 control patient experiencing ATIR and 2 subjects with normal 
graft function who never experienced biopsy-proven rejection episodes during follow-up. 
Graft function was estimated according to the abbreviated Modification of Diet in Renal 
Disease (MDRD) equation (5). Patients who had lost their grafts were imputed a glomerular 
filtration rate (GFR) of 0 mL/min per 1.73 m2. Graft loss was defined as the need for 
permanent dialysis. No patient died with a functioning graft. 
 
Analysis of Human Serum Samples 
Circulating LG3 levels in serum samples were measured as close as possible to and always 
before or on the day of diagnostic biopsy in patients with acute VR or ATIR. To evaluate 
LG3 levels, we ruled out the ELISA technique as it does not allow the discrimination of 




Hence, we adapted an immunoblotting method used to evaluate multimeric forms of serum 
proteins (21) to specifically distinguish the LG3 fragment by molecular weight from other 
C-terminal perlecan fragments. Undiluted human sera were immunodepleted of IgG and 
human serum albumin (HSA) with Vivapure HSA/IgG affinity resin (Sartorius Stedim 
Biotech, Aubagne, France) and reconcentrated in a MWCO5Kd Vivaspin column (Sartorius 
Stedim). To detect LG3, we separated immunodepleted human sera by SDS-PAGE, 
transferred onto nitrocellulose membranes and probed with an anti-LG3 antibody (H300, 
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). LG3 levels were quantified by densitometry 
with Alpha Imager software (Cell Biosciences, Santa Clara, CA). Recombinant LG3 (10-
100 ng) was used to establish a standard curve by Western blotting. For all experiments, 
one specific human serum in which the LG3 band was clearly present was used as an 
internal positive control. This serum was immunodepleted concomitantly with experimental 
sera and was loaded on all Western blots. Mean LG3 estimation for the internal standard 
was 7.1 µg/mL with an interexperiment variability (standard deviation) ±0.85 µg/mL. Also, 
cases and corresponding controls were loaded side by side on the same Western blot, 
assuring equal LG3 estimation variability for cases (acute VR) and controls (normal and 
ATIR). 
In order to rule out a possible nonspecific signal due to the secondary antibody, the 
membranes were first probed with the secondary antibody alone followed by detection and 
then repeating the experiments with anti-LG3 followed by the secondary antibody. In 
absence of the anti-LG3 antibody, no bands were detected, whereas multiple bands were 
identified after probing with anti-LG3 (Supplementary Figure IIC). This experiment 
established the specificity of the signal and also confirmed previous reports that multiple C-
terminal perlecan bands can be recovered in human serum (22). 
 
Statistical Analysis 
For the human retrospective case-control study, continuous variables are expressed as 
means and standard deviations (SD) when normally distributed, and otherwise as medians 




Betweengroups differences in categorical variables were assessed by the χ2 or Fisher exact 
test. We performed a Wilcoxon rank-sum test to assess the differences in LG3 levels 
between subjects with acute VR and other patients. After transforming LG3 in the natural 
log, we performed an analysis of variance to assess the difference in LG3 levels between 
subjects with acute VR who experienced graft loss in the first 6 months after transplantation 
and those who did not. We performed a linear regression model including kidney function 
as an independent variable to study various mechanisms of LG3 elevation. For animal and 
in vitro studies, the results, expressed as mean±SEM, were analyzed by Student t test. 
P≤0.05 was considered to be significant for all tests. 
 
Production of Recombinant C-Terminal Perlecan Fragment 
Recombinant murine LG3 for in vitro experiments and iv injection in mice was produced 
and purified as described previously (15). Purity of the recovered LG3 protein was assessed 
by reducing sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and 
Coomassie blue R250 staining. Endotoxins were measured by limulus amebocyte lysate 
(LAL) test with an Endosafe-PTS spectrophotometer (Charles River Laboratories, 
Wilmington, MA), and very low levels (1.6 endotoxin units (EU)/mg of rLG3) were 
detected. 
 
Animals and Aorta Transplantation Procedures 
Aortae from BALB/c donors were transplanted in C57Bl/6 recipients as described 
elsewhere with minor modifications (23, 24). In brief, 1 mL of heparinized saline (50 
µL/mL) was injected into the vena cava to flush each aorta. A 6-mm segment of abdominal 
aorta from below the renal arteries to just above the aortic bifurcation was excised and 
soaked in ice-cold 0.9% normal saline. The grafts were then sutured in the orthotopic 
position with end-to-end anastomoses, using 11-to-0 nylon interrupted sutures. Whenever 
mentioned, the animals received tail vein iv injections of either 50 µg recombinant LG3 or 
phosphate-buffered saline (PBS, vehicle), and an additional group was treated with 0.08 U 




weeks posttransplantation for a total of 8 doses. Transplanted and adjacent native aortae 
were harvested at 3 or 9 weeks posttransplantation, embedded in paraffin, and processed for 
light microscopy with hematoxylin and eosin (H&E) staining. Digital images of H&E-
stained tissues were captured by Leica DMLS microscope and Leica DFC420C camera 
(Leica Microsystems, Richmond Hill, Ontario, Canada). Intimal and medial areas of the 
aortic grafts were outlined and quantified with a digital image analysis program (ImageJ 
1.42q, National Institutes of Health, Bethesda, MD). 
 
Immunohistochemistry and Analysis of Mice Serum Samples 
Paraffin-embedded sections were stained with antibodies against activated caspase-3 (Cell 
Signaling Technology, Beverly, MA), CD31 (Santa Cruz Biotechnology), phosphorylated 
ERK1/2 (Abcam, Cambridge, MA), and αSMA (Clone 1A4, Dako North America, 
Carpinteria, CA). Ultraview Universal DAB detection kit (Ventana Medical Systems, 
Tucson AZ) was used to detect αSMA, and the avidin-biotinperoxidase ABC staining 
system (Santa Cruz Biotechnology) for all other antibodies. Supplementary Figure I shows 
immune and nonimmune (in the absence of primary antibody) staining of all antibodies. 
Serum LG3 levels were quantified as described for human serum samples. 
 
Cell Culture and Reagents 
A7R5 cells (rVSMC) (American Type Culture Collection, Manassas, VA) were cultured in 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 supplemented with 10% fetal 
bovine serum (FBS; MEDICORP, Montreal, Quebec, Canada). Human primary aortic 
vascular smooth muscle cells (AOSMC) were obtained from Clonetics (San Diego, CA), 
grown in SmGM-2 culture media, and used at passages 2 to 7. The anti-α1 integrin 








Migration of confluent rVSMC and AOSMC was measured by an adapted wound assay as 
described before (25). Unfixed/unpermeabilized adherent cells stained with Hoechst 33342 
(20-(4-ethoxyphenyl)-5-(4-methyl-1-piperazinyl)-2.50-bi-1 to 1H-benzimidazole) (HT) and 




Proteins were extracted, separated by electrophoresis, transferred to nitrocellulose 






Increased Circulating LG3 Levels Are Associated With Acute Vascular Rejection in 
Kidney Transplant Recipients and Predict Unfavorable Long-Term Outcome 
We sought to evaluate, in human renal transplant patients, whether acute VR, a condition 
classically associated with endothelial injury and apoptosis, is coupled with heightened 
serum LG3 levels. We performed a retrospective case-control study in which we compared 
circulating LG3 levels in patients with Banff grade II or III acute VR, Banff grade I ATIR, 
or normal graft function. Baseline immunosuppression was similar among the 3 groups. In 
comparison with their controls, subjects with acute VR were younger, and more likely to 
have positive donor-specific antibodies on historical serum and to receive a second 
transplant (Table 1). They also had higher panel reactive antibodies immediately prior to 
transplantation and a lower GFR at the time of sample collection (Table 1). Median time 
between serum collection and diagnostic biopsy was 2 days and, in all cases, sera were 
sampled prior to biopsy. 
Serum LG3 levels were evaluated with an Immunoblotting technique to discriminate LG3 
from other C-terminal perlecan fragments based on molecular weight (Supplementary 
Figure IIC). Previous reports and the present results demonstrate that various C-terminal 
perlecan fragments are present in human serum (22). In the present work we focused on 
LG3 based on its known association with endothelial apoptosis and on its potential activity 
of vascular remodelling (13-15). Circulating LG3 levels were significantly higher in 
subjects with acute VR compared to those with ATIR and normal allografts (Figure 1A and 
Supplementary Figure IIA). Other C-terminal perlecan fragments did not appear to vary in 
association with acute VR (data not shown). We also evaluated whether other matricryptins 
were increased in association with acute VR. Rejecting recipients (acute VR and ATIR) 
presented higher endostatin serum levels than patients with normal allograft function 
(Supplementary Figure IID). However endostatin serum levels were not significantly 
different between acute VR and ATIR recipients (Supplementary Figure IID). These results 




with vascular injury. To tease out the potential contribution of renal clearance to LG3 
elevation, we performed a multiple linear regression model in which the dependent variable 
was LG3, and the independent variables were acute VR and estimated creatinine clearance. 
In univariate analysis, there was a 24-U difference in LG3 levels between subjects with 
acute VR and other patients (P=0.003). When graft function was included in the model, this 
difference was reduced to 7 (P=0.44). LG3 increased by 4.7 U for each 10 mL/min 
decrease in GFR (P=0.007), suggesting that decreased LG3 clearance in association with 
acute VR is, at least in part, implicated in LG3 elevation. 
We also evaluated whether serum LG3 levels were associated with functional outcomes. 
Median follow-up time was 5.5 years in the renal transplant cohort. In patients with acute 
VR, those who lost their grafts in the first 6 months after transplantation (n=9) had higher 
LG3 levels than patients with preserved allograft function for more than 6 months (n=7, 
P=0.02) (Figure 1B). Subjects with ATIR and normal graft function experienced no graft 
losses in the first 6 months after transplantation. These results suggest that elevated LG3 
levels are associated with the severity of acute VR and with poor graft survival in this 
group of patients and that LG3 is a biomarker of severe renal allograft vascular injury, 
which could translate into reduced functional half-life of allografts. These results also 
demonstrate that, in humans, high LG3 serum levels are present in association with acute 
VR. On the basis of the known activities of LG3 on angiostasis and acquisition of a 
neointimal phenotype in MSC (15, 22), we sought to determine whether increased LG3 
serum levels could alter vascular remodeling. To this end, we turned to an animal model of 
pure VR. 
 
Kinetics of Vascular Changes Following MHC-Incompatible Aorta Transplantation in 
Mice 
Orthotopic transplantation of aortic grafts was performed between fully MHC-mismatched 
BALB/c donors and C57Bl/6 recipients in absence of immunosuppression. Intima-media 
ratios were increased in allogeneic segments at 3 weeks and 9 weeks posttransplantation 




sutures at 9 weeks posttransplantation (Figure 2A), suggesting that neointima formation is 
predominantly, albeit not exclusively, dependent on immune responses triggered by 
allogeneic MHC. Neointimal cells and medial cells were largely αSMA-positive cells in 
allogeneic grafts 3 weeks posttransplantation (Figure 2B). At 9 weeks posttransplantation, 
the vast majority of αSMA-positive cells in allogeneic grafts were identified within the 
neointima, whereas the media showed evidence of devitalization (Supplementary Figure 
III). This result is consistent with previous results indicating immune-mediated media 
devitalization and accumulation of recipient-derived αSMA-positive progenitor cells within 
the neointima (26). 
ERK1/2 activation is pivotal to neointima formation in rodent models of mechanical 
vascular injury or atherosclerosis (27). Similarly, in this model of immune-mediated 
vascular injury, neointimal ERK1/2 activation was observed in allogeneic transplants at 3 
and 9 weeks posttransplantation (Figure 2B and Supplementary Figure III), whereas medial 
SMC were largely negative. Isogenic controls did not show evidence of ERK1/2 activation 
(Figure 2B and Supplementary Figure III), suggesting that immune and nonimmune 
vascular remodeling is regulated, at least in part, by common signaling pathways. 
Endothelial integrity and apoptosis were evaluated by immunohistochemistry for the 
endothelial marker CD31 and activated caspase-3, respectively. CD31 staining was noted 
within isografts and allografts at 3 and 9 weeks posttransplantation (Figure 2C and 
Supplementary Figure IV). Endothelial caspase-3 staining was also noted in allografts 
(Figure 2C), indicating some levels of EC apoptosis within the endothelial lining 3 weeks 
posttransplantation. 
Collectively, these results demonstrate that this model recapitulates immune-mediated 
vascular remodeling in association with accumulation of αSMA-positive cells and ERK1/2 
phosphorylation. 
 
Increased Serum LG3 Levels Accelerate Neointima Formation 
In this model of progressive VR, there was no detectable increase in serum LG3 levels in 




shown). These results are consistent with the small surface of allogeneic vascular material 
transplanted in this model and the subacute nature of the model. However, as shown in 
human EC (11, 13, 15), activation of apoptosis in murine aortic EC in vitro triggers 
cathepsin L extracellular translocation and LG3 production (Supplementary Figure V). 
Activation of apoptosis in VSMC did not induce LG3 production, confirming the 
specificity of the association between LG3 release and endothelial apoptosis 
(Supplementary Figure VI). We then investigated whether raising serum LG3 levels in 
allogeneic aortic recipients with intravenous injections of recombinant LG3 to levels 
observed in human acute VR renal transplant patients impacts the severity of allograft 
remodeling. Recombinant LG3 or vehicle was injected iv every other day for 3 weeks in 
allogeneic aortic recipients, and the mice were euthanized 3 weeks posttransplantation. This 
schedule was based on previous reports demonstrating a significant angiostatic activity of 
LG3 in vivo in a model of tumor-induced angiogenesis (10). Western blotting confirmed 
elevated serum LG3 levels in LG3-injected mice compared to vehicle-injected controls 
(Supplementary Figure VII). Neointima formation was significantly increased in allogeneic 
recipients injected with LG3 relative to vehicle (Figure 3A and 3B and Supplementary 
Figure VIII). Although high LPS levels are known to be required to accelerate rejection 
(28), we nonetheless considered the possibility that the very low endotoxin levels present in 
recombinant LG3 could impact neointima formation. A group of allogeneic recipients was 
injected with LPS to parallel LG3 endotoxin levels. Neointima formation was not enhanced 
in these LPS-injected mice compared to vehicle (Supplementary Figure IX). In LG3-
injected mice, immunohistochemistry demonstrated a majority of αSMApositive 
neointimal cells (Figure 3C). Marked media decellularization was evident in allogeneic 
recipients injected with recombinant LG3 compared to mice treated with vehicle (Figure 
3A and 3C and Supplementary Figure X). This pattern was comparable to that in 
noninjected recipients of allogeneic grafts 9 weeks posttransplantation (Supplementary 
Figures III and X). However, LG3-injected animals did not show evidence of neointima 
formation in the autologous aorta contiguous to the allograft, and medial αSMA-positive 




results suggest that LG3 accelerates vascular remodeling at sites of immune-mediated 
vascular injury without noticeably altering autologous vascular homeostasis. 
LG3 has been reported to inhibit angiogenesis and endothelial migration in other cell 
systems and animal models (10, 12, 19). We, therefore, evaluated indices of endothelial 
repair in LG3-injected mice. Immunohistochemistry for the EC marker CD31 was largely 
negative in the allogeneic aorta of LG3-injected mice (Figure 3D and 3E). However, the 
adjacent autologous aorta showed normal endothelial integrity with persistent CD31 
staining (Supplementary Figure XI). In vehicle-injected mice, CD31 staining was apparent 
within the allograft, with only occasional signs of discontinuity in the endothelial lining 
(Figure 3D and 3E). This pattern was similar to that of noninjected aortic allografts 
(Supplementary Figure IV). Collectively, these results indicate that, at sites of immune-
mediated vascular injury, increased LG3 serum levels inhibit endothelial repair and foster 
accumulation of αSMA-positive cells, both mechanisms known to contribute to progressive 
vascular obliteration. 
 
LG3 Induces ERK1/2-Dependent Promigratory and Prosurvival Phenotypes in 
VSMC 
Migration of αSMA-positive cells and their acquisition of an antiapoptotic phenotype are 
central to the accumulation of neointimal cells within a hostile environment. We, therefore, 
explored the functional activity of LG3 in VSMC migration and apoptosis in vitro. 
Migration of human AOSMC (hAOSMC) and rat VSMC (rVSMC) within the denuded 
area of a scratch assay was increased dose-dependently in the presence of LG3 for 24 and 
48 hours (Figure 4A to 4D and Supplementary Figure XII). In both cell types, BrdU 
incorporation was not modulated by exposure to LG3, suggesting that increased 
proliferation could not be inferred as a cause of increased cellularity within the denuded 
area (Supplementary Figure XII). Indices of apoptosis were also reduced in VSMC exposed 
to LG3. Nuclear condensation indicative of apoptosis was reduced in serum-starved 
rVSMC exposed to LG3 (Figure 4E). This antiapoptotic phenotype occurred in the absence 




phenotype in rVSMC. PARP cleavage was reduced in hAOSMC exposed to LG3 (Figure 
4F). These results suggest a specific promigratory and antiapoptotic activity of LG3 on 
VSMC. 
Having previously found that resistance to apoptosis of MSC induced by LG3 was 
ERK1/2-dependent and independent of the PI3K pathway (15), we assessed ERK1/2 
phosphorylation in VSMC exposed to LG3 in vitro. ERK1/2 phosphorylation was enhanced 
dose-dependently in response to LG3 in hAOSMC and in rVSMC (Figure 5A and 
Supplementary Figure XII). Inhibition of ERK1/2 activation by PD98059 and U0126 
abrogated LG3-induced migration of hAOSMC and rVSMC (Figure 5B and 5C and 
Supplementary Figure XII). LG3 is known to interact with β1 integrins on fibroblasts, 
human MSC, and human EC (13, 15, 19). To evaluate whether LG3-β1-integrin 
interactions were required for activation of ERK1/2 in VSMC, we pretreated hAOSMC for 
30 minutes with a β1-integrin-blocking antibody (10 µg/mL) or isotype-matched control 
antibody, followed by exposure to recombinant LG3 in serum-free medium in presence of 
β1-integrin-blocking antibody (10 µg/mL) or control antibody. Phosphorylation of ERK1/2 
in presence of LG3 was abolished by β1-integrin blockade but not by the control antibody 
(Figure 5D). These results demonstrate the importance of LG3-β1-integrin interaction for 





VR is classically associated with EC apoptosis and ECM degradation in various animal 
models and in human transplant recipients (3). However, the functional importance of 
ECM-derived fragments in allograft vascular remodelling remains largely uncharacterized. 
In the present work, we identify LG3 as a marker of severity in renal transplant patients 
with acute VR.  
We evaluated whether serum LG3 levels rise in association with immune-mediated 
vascular injury of renal allografts in humans. Using a case-control study design, we 
determined that median serum LG3 levels, sampled before diagnostic biopsy, were 
significantly heightened in recipients with acute VR, compared to ATIR or normal allograft 
function. We chose to exclude patients with C4d-positive staining from the ATIR control 
group, which would have indicated antibody-mediated rejection, a condition characterized 
by antibody-dependent microvascular damage. Therefore, the current ATIR group 
represents tubulo-interstitial injury in the absence of vascular damage, whereas the acute 
VR cases indicate severe and acute immune-mediated vascular injury. Hence, serum LG3 
levels in human renal transplant patients are elevated in conjunction with vascular injury 
and in this subgroup of patients is associated with reduced allograft survival and loss of 
function. While this increase is partly explained by decreased renal clearance, increased 
production due to acute VR is also possible. Other matricryptic fragments of similar 
molecular weight such as endostatin and other perlecan fragments do not accumulate in 
association with renal failure in acute VR, which argues against the sole contribution of 
renal clearance in LG3 accumulation. Kidney function was very different between the 
groups we studied. There was thus very little overlap in estimated creatinine clearance 
between groups that allowed for the estimation of the effect of acute VR independent of 
kidney function. Larger studies will be needed to tease out the various mechanisms of LG3 
elevation in patients with acute VR. Nonetheless, the present study demonstrates that 
increased LG3 levels are present in human renal transplant patients with acute VR. These 




urinary LG3 levels were found to be increased in renal transplant patients with biopsy-
proven chronic allograft nephropathy (29). 
Having demonstrated the presence of high LG3 serum levels in rejecting human allograft 
recipients, we sought to characterize the potential impact of LG3 on vascular remodeling. 
To this end, we tested a well-characterized model of pure VR in mice based on the 
orthotopic transplantation of a fully MHC-mismatched aortic allograft in the absence of 
immunosuppression. We injected recombinant LG3 iv in allografted recipients to raise their 
serum LG3 levels to the range observed in renal transplant recipients with acute VR. LG3-
injected allograft recipients showed significantly enhanced vascular remodeling with 
increased intima-media ratios, neointimal accumulation of αSMA-positive cells, and media 
decellularization. These changes were comparable to those found in noninjected allogeneic 
recipients 9 weeks posttransplantation, indicating accelerated remodeling in the presence of 
high circulating LG3 levels. LG3 injections also significantly decreased CD31 expression 
within allogeneic grafts but did not alter endothelial integrity in the neighboring autologous 
aorta. These results are in line with the known angiostatic and antiproliferative activity of 
LG3 on EC (10, 12, 19) and suggest that increased serum LG3 levels significantly hamper 
endothelial repair at sites of injury. 
A healthy endothelium plays an important role in repressing neointima formation through 
the production of antiproliferative factors for αSMA-positive cells. However, we also 
considered the possibility that LG3 directly interacts with αSMA-positive cells to activate 
mechanisms central to neointima formation, such as migration and resistance to apoptosis. 
Our previous work described significant antiapoptotic activity of LG3 on MSC and 
fibroblasts, cell types of importance in neointima formation (13, 15). We extended these 
findings to VSMC and demonstrated that LG3 significantly enhances the viability of 
stressed VSMC. More important, we demonstrated that LG3 significantly increases VSMC 
migration, which represents a novel function of LG3. Collectively, these results suggest 
that elevated LG3 levels at sites of vascular injury - whether it is due to increased 




through coordinate activities on inhibition of endothelial repair and augmented migration 
and survival of αSMA-positive cells. 
Activation of the prosurvival ERK1/2 signaling pathway has been implicated in neointima 
formation in atherosclerosis and mechanically induced vascular injury (27) and transplant 
vasculopathy (30). The present results further support an important role for ERK 1/2 
activation in immune-mediated vascular remodelling as we demonstrated progressive 
neointima formation in association with ERK1/2 phosphorylation in neointimal cells of 
allogeneic aortic allografts. However, mediators inducing ERK1/2 activation in neointimal 
cells during VR are still incompletely defined. Our current results highlight a novel role of 
LG3 in the activation of ERK1/2 in VSMC. Through interactions with β1 integrins, LG3 
increases ERK1/2 activation, leading to increased migration of VSMC. On the basis of 
these findings, we propose a new mechanistic model in which ECM degradation occurring 
during vascular injury releases mediators, such as LG3, that inhibit endothelial repair and 
enhance obliterative remodeling (Figure 6), 2 important mechanisms contributing to 
reduced allograft function. 
In summary, the present work demonstrates that, in renal transplant patients, serum LG3 
levels increase in association with acute VR and is associated with poor allograft survival. 
In a model of VR, heightened circulating LG3 levels accelerate vascular obliteration and 
repress endothelial repair. The coordinate activities of LG3 on migration and survival of 
αSMApositive cells and angiostasis likely contribute to maladaptive and accelerated 
vascular obliteration. Collectively, these results identify LG3 as a novel regulator of 
allograft vascular remodeling. 
 
Acknowledgments 
Thanks are due to Ms. Katia Hamelin for technical assistance, to Dr. Viktor Kokta for help 
and advice, and to Mrs. Suzanne Morissette and Mrs. Jo-Ann Fugère for their work on the 






Sources of Funding 
This work was supported by research grants from the Canadian Institutes of Health 
Research (CIHR) (MOP-15447) to M.J.H., from Fonds de la recherche en santé du Québec 
(FRSQ) to M.J.H. and C.P., and from the Pfizer Cardio-Renal grant program to F.M. 
M.J.H. is the holder of the Shire Chair in Nephrology, Transplantation, and Renal 









1. Cailhier JF, Laplante P, Hebert MJ. Endothelial apoptosis and chronic transplant 
vasculopathy: recent results, novel mechanisms. Am J Transplant. 2006;6:247–253. 
2. Rahmani M, Cruz RP, Granville DJ, McManus BM. Allograft vasculopathy versus 
atherosclerosis. Circ Res. 2006;99:801– 815. 
3. Cornell LD, Smith RN, Colvin RB. Kidney transplantation: mechanisms of rejection 
and acceptance. Annu Rev Pathol. 2008;3:189 –220. 
4. Newby AC, Zaltsman AB. Molecular mechanisms in intimal hyperplasia. J Pathol. 
2000;190:300 –309. 
5. K/doqi clinical practice guidelines for chronic kidney disease: evaluation, 
classification, and stratification. Am J Kidney Dis. 2002;39:S1–S266. 
6. Xu Q. Stem cells and transplant arteriosclerosis. Circ Res. 2008;102: 1011–1024. 
7. Boersema M, Rienstra H, van den Heuvel M, van Goor H, van Luyn MJ, Navis GJ, 
Popa ER, Hillebrands JL. Donor and recipient contribution to transplant vasculopathy 
in chronic renal transplant dysfunction. Transplantation. 2009;88:1386 –1392. 
8. Davis GE. Matricryptic sites control tissue injury responses in the cardiovascular 
system: relationships to pattern recognition receptor regulated events. J Mol Cell 
Cardiol. 2010;48:454–460. 
9. Marneros AG, Olsen BR. The role of collagen-derived proteolytic fragments in 
angiogenesis. Matrix Biol. 2001;20:337–345. 
10. Bix G, Castello R, Burrows M, Zoeller JJ, Weech M, Iozzo RA, Cardi C, Thakur ML, 
Barker CA, Camphausen K, Iozzo RV. Endorepellin in vivo: targeting the tumor 
vasculature and retarding cancer growth and metabolism. J Natl Cancer Inst. 
2006;98:1634 –1646. 
11. Cailhier JF, Sirois I, Laplante P, Lepage S, Raymond MA, Brassard N, Prat A, Iozzo 
RV, Pshezhetsky AV, Hebert MJ. Caspase-3 activation triggers extracellular cathepsin 




12. Gonzalez EM, Reed CC, Bix G, Fu J, Zhang Y, Gopalakrishnan B, Greenspan DS, 
Iozzo RV. Bmp-1/tolloid-like metalloproteases process endorepellin, the angiostatic c-
terminal fragment of perlecan. J Biol Chem. 2005;280:7080 –7087. 
13. Laplante P, Raymond MA, Labelle A, Abe J, Iozzo RV, Hebert MJ. Perlecan 
proteolysis induces an alpha2beta1 integrin- and src family kinase-dependent anti-
apoptotic pathway in fibroblasts in the absence of focal adhesion kinase activation. J 
Biol Chem. 2006;281:30383–30392. 
14. Raymond MA, Desormeaux A, Laplante P, Vigneault N, Filep JG, Landry K, 
Pshezhetsky AV, Hebert MJ. Apoptosis of endothelial cells triggers a caspase-
dependent anti-apoptotic paracrine loop active on vsmc. FASEB J. 2004;18:705–707. 
15. Soulez M, Sirois I, Brassard N, Raymond MA, Nicodeme F, Noiseux N, Durocher Y, 
Pshezhetsky AV, Hebert MJ. Epidermal growth factor and perlecan fragments 
produced by apoptotic endothelial cells co-ordinately activate erk1/2-dependent 
antiapoptotic pathways in mesenchymal stem cells. Stem Cells. 2010;28:810–820. 
16. Choy JC, Cruz RP, Kerjner A, Geisbrecht J, Sawchuk T, Fraser SA, Hudig D, 
Bleackley RC, Jirik FR, McManus BM, Granville DJ. Granzyme b induces endothelial 
cell apoptosis and contributes to the development of transplant vascular disease. Am J 
Transplant. 2005;5:494–499. 
17. Dong C, Wilson JE, Winters GL, McManus BM. Human transplant coronary artery 
disease: pathological evidence for fas-mediated apoptotic cytotoxicity in allograft 
arteriopathy. Lab Invest. 1996;74:921–931. 
18. Shimizu A, Yamada K, Sachs DH, Colvin RB. Mechanisms of chronic renal allograft 
rejection: I. Progressive allograft glomerulopathy in miniature swine. Lab Invest. 
2002;82:673– 686. 
19. Bix G, Fu J, Gonzalez EM, Macro L, Barker A, Campbell S, Zutter MM, Santoro SA, 
Kim JK, Hook M, Reed CC, Iozzo RV. Endorepellin causes endothelial cell 
disassembly of actin cytoskeleton and focal adhesions through alpha2beta1 integrin. J 




20. Sis B, Mengel M, Haas M, Colvin RB, Halloran PF, Racusen LC, Solez K, Baldwin 
WM III, Bracamonte ER, Broecker V, Cosio F, Demetris AJ, Drachenberg C, Einecke 
G, Gloor J, Glotz D, Kraus E, Legendre C, Liapis H, Mannon RB, Nankivell BJ, 
Nickeleit V, Papadimitriou JC, Randhawa P, Regele H, Renaudin K, Rodriguez ER, 
Seron D, Seshan S, Suthanthiran M, Wasowska BA, Zachary A, Zeevi A. Banff ’09 
meeting report: antibody mediated graft deterioration and implementation of Banff 
working groups. Am J Transplant. 2010;10:464–471. 
21. Furlan M, Robles R, Galbusera M, Remuzzi G, Kyrle PA, Brenner B, Krause M, 
Scharrer I, Aumann V, Mittler U, Solenthaler M, Lammle B. Von Willebrand factor-
cleaving protease in thrombotic thrombocytopenic purpura and the hemolytic-uremic 
syndrome. N Engl J Med. 1998;339: 1578–1584. 
22. Iozzo RV. Basement membrane proteoglycans: from cellar to ceiling. Nat Rev Mol Cell 
Biol. 2005;6:646–656. 
23. Koulack J, McAlister VC, Giacomantonio CA, Bitter-Suermann H, Mac- Donald AS, 
Lee TD. Development of a mouse aortic transplant model of chronic rejection. 
Microsurgery. 1995;16:110 –113. 
24. Shimizu K, Sugiyama S, Aikawa M, Fukumoto Y, Rabkin E, Libby P, Mitchell RN. 
Host bone-marrow cells are a source of donor intimal smooth-muscle-like cells in 
murine aortic transplant arteriopathy. Nat Med. 2001;7:738 –741. 
25. Savani RC, Wang C, Yang B, Zhang S, Kinsella MG, Wight TN, Stern R, Nance DM, 
Turley EA. Migration of bovine aortic smooth muscle cells after wounding injury. The 
role of hyaluronan and rhamm. J Clin Invest. 1995;95:1158 –1168. 
26. Legare JF, Issekutz T, Lee TD, Hirsch G. Cd8+ t lymphocytes mediate destruction of 
the vascular media in a model of chronic rejection. Am J Pathol. 2000;157:859–865. 
27. Yu PJ, Ferrari G, Pirelli L, Gulkarov I, Galloway AC, Mignatti P, Pintucci G. Vascular 
injury and modulation of mapks: a targeted approach to therapy of restenosis. Cell 




28. Kawai M, Kitade H, Koshiba T, Waer M, Pirenne J. Intestinal ischemia reperfusion 
and lipopolysaccharide transform a tolerogenic signal into a sensitizing signal and 
trigger rejection. Transplantation. 2009;87: 1464–1467. 
29. O’Riordan EOT, Mendelev N, Patschan D, Kemp R, Chander P, Hu R, Hao G, Gross 
S, Iozzo R, Delaney V, Goligorsky M. Urinary proteomic analysis of chronic allograft 
nephropathy. Proteomics Clin Appl. 2008;2: 1025–1035. 
30. Chen XL, Chen ZS, Ding Z, Dong C, Guo H, Gong NQ. Antisense extracellular signal-
regulated kinase-2 gene therapy inhibits plateletderived growth factor-induced 
proliferation, migration and transforming growth factor-beta(1) expression in vascular 






NOVELTY AND SIGNIFICANCE 
 
What Is Known? 
- Acute rejection episodes targeting the renal allograft vasculature are associated with 
enhanced endothelial apoptosis and proteolysis of the vascular basement membrane. 
- Endothelial apoptosis leads to the release of LG3, a C-terminal fragment of perlecan 
present in the vascular basement membrane. 
- Vascular rejection promotes progressive obliterative vascular changes leading to 
allograft dysfunction. 
 
What New Information Does This Article Contribute? 
- LG3 serum levels are increased in human renal transplant recipients with acute 
vascular rejection as compared with rejection episodes sparing the allograft 
microvasculature or normal renal allograft controls. 
- In a model of vascular rejection in mice, repeated intravenous injections of 
recombinant LG3 enhance LG3 serum levels, reduce endothelial repair within the 
allograft, and enhance neointima formation. 
- LG3, through interactions with β1-integrin receptors, promotes migration and 
survival of vascular smooth muscle cells (VSMC). 
 
Basement membrane proteolysis was classically considered a marker of vascular rejection 
without functional importance on vascular remodeling. Our results highlight the functional 
importance of basement membrane proteolysis for the production of cryptic fragments 
regulating vascular repair. They identify the perlecan fragment LG3 as a novel contributor 
of obliterative remodeling during vascular rejection and a novel promigratory factor for 
VSMC. Collectively, these results suggest that LG3 is a potential target of inhibition for 






Figure 1. LG3 circulating levels in renal transplant patients. A, Circulating LG3 levels 
in patients with normal graft function, acute tubulo-interstitial rejection (ATIR), and acute 
vascular rejection (AVR). *P=0.004 for comparison between other AVR patients. Box 
plots represent the lower range, 1st quartile, median, 3rd quartile, and higher range (HR). HR 
is excluded for better visual definition in patients with ATIR and AVR. B, Circulating LG3 
levels in patients with acute VR who experienced graft loss in the first 6 months after 
transplantation compared to subjects whose graft survived past 6 months. *P=0.02. Box 
plots represent the lower range, 1st quartile, median, 3rd quartile, and higher range (HR). HR 
is excluded for better visual definition in patients who experienced early graft loss. 
 
Figure 2. Progressive neointima formation following allogeneic aorta transplantation. 
A, Intima/media ratios in isograft (3 weeks n=7, 9 weeks n=4) and allograft (3 weeks n=11, 
9 weeks n=5) recipients at 3 and 9 weeks posttransplantation. *P≤0.05. B, Isogenic and 
allogeneic aortic donor sections stained for αSMA and phosphorylated ERK1/2 at 3 weeks 
posttransplantation. The square insert indicates the magnified area. C, Recipient and donor 
aortic sections stained for activated caspase-3 and donor aortic section stained for CD31 at 
3 weeks posttransplantation. Arrowheads indicate activated caspase-3-positive cells. In, 
intima; M, media. 
 
Figure 3. Increased LG3 circulating levels enhance neointima formation. A, H&E-
stained aortic allografts from mice injected iv with vehicle (upper panels) or LG3 (lower 
panels). Left panels: magnification x100. Right panels: magnification x200. The square 
insert indicates the magnified area. Arrows indicate areas of media decellularization. M, 
media; I, intima. B, Intima/media ratios in mice injected with vehicle (n=6) or LG3 (n=8). 
*P≤0.05. C, The αSMA staining in aortic allografts of mice injected with vehicle or LG3. 
The square insert indicates the magnified area (x400) shown in right panels. In, intima; M, 




weeks posttransplantation. E, Number of endothelial cells (mEC) per µm of internal 
luminal crosssections in allogeneic aortae of mice injected with vehicle (n=3) or LG3 
(n=3). *P≤0.05. 
 
Figure 4. LG3 induces promigratory phenotype in VSMC. A, Representative migration 
assay micrographs of migration of hAOSMC exposed for 24 hours to serum starvation (SS) 
or serum-free medium supplemented with LG3 (0.5, 1, 2, and 4 µg/mL). B, Assessment of 
migration of hAOSMC exposed for 24 hours to serum starvation (SS) or serum-free 
medium supplemented with LG3 (0.5, 1, 2, and 4µg/ml; n=3; *P<0.05). C, Representative 
migration assay micrographs of migration of hAOSMC exposed for 48 hours to serum 
starvation (SS) or serum-free medium supplemented with LG3 (0.5, 1, 2, and 4 µg/mL). D, 
Assessment of migration of hAOSMC exposed for 48 hours to serum starvation (SS) or 
serum-free medium supplemented with LG3 (0.5, 1, 2, and 4 µg/mL; n=3; *P<0.001). E, 
Percentage of apoptotic rVSMC detected by HT-PI staining after 24-hour exposure to 
normal serum (N), SS, or serum-free medium supplemented with LG3 (1, 5, and 10µg/mL; 
n=3; *P<0.05). F, Immunoblotting analysis of PARP cleavage and actin in hAOSMC 
exposed for 6 hours to serum starvation (SS) or serum-free medium supplemented with 
LG3 (0.5, 1, 2, and 4 µg/mL). 
 
Figure 5. Promigratory and prosurvival phenotypes induced by LG3 in VSMC are 
ERK1/2 dependent. A, Upper panels: Immunoblotting analysis of phosphorylated ERK1/2 
and total ERK2 in hAOSMC exposed for 30 minutes to serum starvation (SS) alone or 
supplemented with LG3 (0.5, 1, 2, and 4 µg/mL). Lower panel: autoradiographs were 
quantified by densitometric scanning for the ERK1/2-phosphorylated form relative to the 
amount of total ERK2 (*P<0.01). B, Representative migration assay micrographs of 
migration of hAOSMC exposed for 24 hours to SS or serum-free medium supplemented 
with LG3 (2 µg/mL) alone or with PD98059 (50 µmol/L), U0126 (10 µmol/L), or vehicle 
(DMSO). C, Assessment of migration of hAOSMC exposed for 24 hours to SS or serum-




U0126 (10 µmol/L), or vehicle (DMSO) (n=3, *P<0,01). D, Upper panels: immunoblotting 
analysis of phosphorylated ERK1/2 and total ERK2 in hAOSMC exposed for 30 minutes to 
SS, SS supplemented with LG3 alone, and SS supplemented with LG3 (4 µg/mL) and anti-
β1 integrin antibody (10 µg/mL) or control isotypematched IgG (10 µg/mL). Lower panels: 
autoradiographs were quantified by densitometric scanning for the ERK1/2-phosphorylated 
form relative to the amount of total ERK2 (*P<0.01). 
 
Figure 6. LG3 produced by apoptotic endothelial cells is a novel regulator of vascular 
remodeling. A, Upon induction of endothelial apoptosis, cathepsin-L translocates to the 
extracellular matrix (ECM), where it cleaves perlecan and generates LG3. B, In turn, LG3 
interacts with β1 integrins on vascular smooth muscle cells (VSMC), mesenchymal stem 
cells (MSC), and endothelial cells (EC), leading, respectively, to increased migration, 
resistance to apoptosis, and angiostasis. Collectively, these responses will enhance 
neointima formation, inhibit endothelialisation, and favor obliterative changes; αSMA+, 







Cell culture  
Murine EC (mEC) were isolated from the aorta of Balb/c mice, as described previously (1, 
2), and grown in DMEM low glucose culture media supplemented with endothelial cell 
growth supplements (ECGS), 10% FBS, 10% calf serum, 1% penicillin-streptomycin and 
1% fungizone. Media conditioned by either apoptotic or non-apoptotic mEC were 
generated, as described previously (3-6), at passage 4. To produce conditioned medium, 
cells were pre-incubated for 2 h with DMSO (SSC-DMSO, apoptotic cells) or the cell-
permeable and irreversible pan-caspase inhibitor zVAD-fmk (SSC-ZVAD, non-apoptotic 
cells), then washed once in PBS and exposed to serum-free medium for 4 h. For all 
experiments, equal volumes of media conditioned by an equal number of cells (apoptotic or 
not) were compared. We demonstrated in previous work that this system leads to the 
release of active mediators by apoptotic EC downstream of caspase-3 activation without 
cell membrane permeabilization (6).  
 
Immunoblotting 
Proteins were extracted, separated by electrophoresis, transferred to nitrocellulose 
membranes, and probed (3-6). Proteins from conditioned media were precipitated by the 
addition of 10 µl per ml of a 2% sodium deoxycholate solution, incubation for 30 min at 
4°C, followed by the addition of trichloroacetic acid 9:1 and overnight incubation at 4°C. 
They were pelleted by centrifugation at 14,000 rpm, washed with cold acetone and 
solubilized in Laemmli sample buffer, followed by Western blotting against LG3 (H300, 
Santa Cruz Biotechnology). The other antibodies used for Western blotting were: anti-
cathepsin-L (Santa Cruz Biotechnology), anti-PARP (Cell Signaling Technology), and anti-






Assessment of proliferation 
Measurement of BrdU incorporation during DNA synthesis was performed in subconfluent 
rVSMC and AOSMC using cell proliferation ELISA BrdU (colorimetric) kit (Roche 
Diagnostics GmbH, Germany) according to the protocol provided by the manufacturer and 
as we described previously (7). 
 
Reagents 
zVAD-fmk was purchased from R&D Systems (Minneapolis, MN), and ZFF-FMK was 




Supplementary Figure I  
Immune and non-immune staining of donor aortic allografts for active caspase-3 
(magnification x1,000), αSMA (magnification x200), phosphorylated ERK1/2 
(magnification x400) and CD31 (magnification x1,000). 
 
Supplementary Figure II A. Representative Western blot of serum LG3 in renal transplant 
patients with acute vascular rejection (AVR), acute tubule-interstitial rejection (ATIR) or 
normal graft function (N). B. Representative Western blot of LG3 in the human serum used 
as internal control and recombinant LG3 dose-response curve. Recombinant LG3 contains a 
Histidine tag explaining its molecular weight at 25kD, whereas LG3 recovered in serum 
samples is estimated at 23kD. C. Representative Western blot of human serum first probed 
with the secondary antibody alone followed by detection (right panel) and then repeating 
the experiments with anti-LG3 followed by the secondary antibody (left panel). In absence 
of the anti-LG3 antibody no bands were detected whereas multiple bands were identified 
after probing with anti-LG3. D. Circulating endostatin levels in patients with normal graft 
function, acute tubulo-interstitial rejection (ATIR), and acute vascular rejection (AVR). 




*p=0.0465 for comparison between ATIR patients and patients with normal graft function. 
p=0.73 for comparison between AVR patients and ATIR patients. Box plots represent the 
lower range, 1st quartile, median, 3rd quartile and higher range (HR). HR is excluded for 
better visual definition in patients with ATIR and AVR. 
 
Supplementary Figure III 
A. Isogenic and allogeneic aortic donor sections stained for αSMA and phosphorylated 
ERK1/2 at 9 weeks post-transplantation. The square insert indicates the magnified area. In: 
intima. M: media. B. Donor aortic sections stained for activated caspase-3 and donor aortic 
section stained for CD31 at 9 weeks post-transplantation. The square insert indicates the 
magnified area. 
 
Supplementary Figure IV 
A. Isogenic and allogeneic aortic sections stained for CD31 at 3 weeks post-transplantation. 
The square insert indicates the magnified area. B. Isogenic and allogeneic aortic sections 
stained for CD31 at 9 weeks post-transplantation. 
 
Supplementary Figure V  
A. Immunoblotting analysis of PARP cleavage and actin in mEC pre-incubated with either 
DMSO or zVAD-fmk and then exposed to serum-free medium for 4 h. B. Immunoblotting 
analysis of LG3 and cathepsin-L in equal volumes of serum-free media conditioned by 
apoptotic mEC (SSC-DMSO) or non-apoptotic mEC (SSC-ZVAD). C. Immunoblotting 
analysis of LG3 in equal volumes of serum-free media conditioned by apoptotic mEC in the 
presence of ZFF-FMK (SSC-ZFF), a cathepsin L inhibitor, or control (SSC-DMSO). 
 
Supplementary Figure VI 
A. Immunoblotting analysis of PARP cleavage and actin in rVSMC exposed to serum-free 
medium for 8h. B. Percentage of apoptotic rVSMC detected by HT-PI staining after 8h 




LG3 in equal volumes of serum-free media conditioned by apoptotic VSMC (SSC VSM) or 
SS.  
 
Supplementary figure VII 
A. Immunoblotting analysis of LG3 in sera of mice that received PBS (n=4) or LG3 (n=8 
for LG3 level analysis in sera. B. Autoradiographs were quantified by densitometric 
scanning for LG3 and compared to an internal control. *p≤0.05. 
 
Supplementary Figure VIII 
Verhoeff-stained aortic allografts from mice injected iv with vehicle or LG3. Magnification 
x100. M: media, In: intima.  
 
Supplementary Figure IX 
Intima/media ratios in mice injected with LPS (n=4), PBS (n=6) or LG3 (n=8). *p≤0.05. 
 
Supplementary Figure X  
Number of αSMA-positive cells (x1,000) per surface (µm²) of media cross sections in 
allogeneic aortae of mice 3 and 9 weeks post-transplantation and allogeneic aortae of mice 
3 weeks post-transplantation injected with vehicle or LG3. 
 
Supplementary Figure XI 
Autologous portion of aortae of mice 3 weeks post-transplantation injected with vehicle or 
LG3 stained for CD31 and αSMA. 
 
Supplementary Figure XII 
A. Representative migration assay micrographs of migration of rVSMC exposed for 48 h to 
serum starvation (SS) or serum-free medium supplemented with LG3 (1, 5 and 10 µg/ml). 
B. Assessment of migration of rVSMC exposed for 48 h to serum starvation (SS) or serum-




incorporation in rVSMC exposed 24h to normal medium (N), serum-free medium (SS) 
alone or supplemented with 10µg/mL of LG3. (n=8, *p<0,001) D. BrdU incorporation in 
hAOSMC exposed 24h to N, SS alone or supplemented with LG3. (n=12, *p<0,001) E. 
Upper panels: Immunoblotting analysis of phosphorylated ERK1/2 and total ERK2 in 
rVSMC exposed for 30 min to SS alone or supplemented with LG3 (1, 5 and 10 μg/ml). 
Lower panel: Autoradiographs were quantified by densitometric scanning for the ERK1/2-
phosphorylated form relative to the amount of total ERK2 (*p<0.05). F. Representative 
migration assay micrographs and assessment of migration of rVSMC exposed for 48 h to 
serum-starvation (SS) or serum-free medium supplemented with LG3 (10 µg/ml) alone or 
with PD98059 (50 µM), U0126 (10 µM) or vehicle (DMSO) (n≥ 6, *p<0.01, †p<0.01). 
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1 Modulation du microenvironnement suite à l’apoptose 
endothéliale 
Notre hypothèse de travail au départ de cette thèse était que le LG3 est un des médiateurs 
clés libéré par les CE apoptotiques qui induit une résistance à l’apoptose des cellules 
néointimales positives pour l’αSMA. Nous avons montré que le LG3 est effectivement anti-
apoptotique pour les CMLV et les CSM qui participent à la formation de la néointima. 
Nous avons aussi montré que le LG3 augmente la formation de néointima dans un modèle 
in vivo de rejet vasculaire. Finalement nous avons montré dans une cohorte de patients 
receveurs d’allogreffe rénale qu’une augmentation des niveaux de LG3 sérique est associée 
au rejet vasculaire. Nos résultats suggèrent que l’apoptose endothéliale initie une 
modification du microenvironnement, soit le clivage du perlécan de la MEC et la 
production de LG3 biologiquement actif, qui participe à l’induction d’un remodelage 
vasculaire inadapté. Ces résultats apportent de nouveaux éléments à la théorie de réponse 
au dommage selon laquelle le dommage endothélial initie des changements du 
microenvironnement qui mènent au remodelage vasculaire et à la fibrose (32, 33, 72, 73). À 
ce jour le dommage endothélial était défini comme une dénudation, une dysfonction ou une 
activation endothéliale (72, 73, 259). Les résultats obtenus au laboratoire nous permettent 
d’ajouter l’apoptose endothéliale comme dommage endothélial initiant du remodelage 
vasculaire. De plus nos travaux dévoilent un mécanisme par lequel le dommage endothélial 
initie du remodelage vasculaire en identifiant le LG3 comme nouveau médiateur produit 
lors de l’apoptose endothéliale et impliqué dans ce remodelage.  
Le dommage endothélial peut induire une modification du microenvironnement de 
plusieurs manières. Aux sites d’inflammation les CE sont activées par des ligands de 




proinflammatoires (comme le TNFα et l’IL-1) (260). Les CE activées produisent plus de 
facteurs vasodilatateurs (comme la prostacycline), expriment plus de molécules d’adhésion 
(E- et P- sélectines, ICAM-1, VCAM-1) qui lient les leucocytes et aussi du PAF (platelet-
activating factor), un lipide qui active les neutrophiles, ainsi que des chimiokines (IL-8) qui 
induisent une forte adhésion des leucocytes et leur diapédèse (55). L’apoptose endothéliale 
aux sites d’inflammation participe aussi à la modification du microenvironnement. Elle 
augmente l’expression des molécules d’adhésion ICAM-1 et VCAM-1 chez les CE voisines 
(52). Ces changements concourent au recrutement de leucocytes dans le 
microenvironnement des CE activées et apoptotiques aux sites inflammatoires.  
De plus l’apoptose endothéliale peut également initier un remodelage de la MEC. Le 
remodelage de la MEC est caractéristique d’un dommage tissulaire notamment dans la 
vasculopathie du greffon et en athérosclérose (voir introduction 4.2 Remodelage de la 
matrice extracellulaire dans le rejet vasculaire). Ce remodelage est dû au recrutement de 
protéines plasmatiques (comme la fibronectine, la vitronectine et le fibrinogène) dans la 
MEC, à la synthèse de nouvelles molécules de la MEC par les cellules présentes au site du 
dommage et à la modification des molécules de MEC existantes, nouvellement synthétisées 
ou recrutées, principalement par une protéolyse des celles-ci. C’est ce qu’il se passe quand 
les CE apoptotiques libèrent de la cathepsine-L qui clive le perlécan de leur 
microenvironnement (118). Notre travail révèle les répercussions de ce clivage avec la 
production du LG3, sur le remodelage vasculaire. Nous montrons en effet que le LG3 est 
un médiateur actif sur les cellules néointimales contractiles et représente donc une nouvelle 
matricryptine, soit un fragment de MEC biologiquement actif. Le remodelage de la MEC 
initié par l’apoptose endothéliale est donc un changement du microenvironnement 
déterminant puisque par la production d’un nouveau médiateur, le LG3, entraîne 
l’accumulation des cellules néointimales. 
Nos résultats suggèrent que les CE apoptotiques libèrent aussi du EGF (epidermal growth 
factor) qui a une activité anti-apoptotique de façon paracrine sur les cellules néointimales. 




d’avoir des effets sur le microenvironnement (114, 117). Ces protéines peuvent être 
solubles ou peuvent être associées à des nanovésicules membranaires sécrétées 
spécifiquement lors de l’apoptose endothéliale (114). Il est bien décrit dans la littérature 
que des vésicules membranaires peuvent être le vecteur d’une communication 
intercellulaire. Il existe plusieurs types de vésicules sécrétées par les cellules eucaryotes. 
On parle entre autres d’exosomes, de microvésicules ou de microparticules, et aussi de 
corps apoptotiques (261). C’est principalement la taille des vésicules qui détermine ce 
classement. Les exosomes sont des vésicules de 40 à 100nm de diamètre d’origine 
endocytaire provenant de l’exocytose de vésicules formées dans les corps multivésiculaires. 
Les exosomes peuvent agir sur les cellules cibles via un contact direct, via le clivage de 
protéines à la membrane des exosomes qui vont activer des voies de signalisation chez la 
cellule cible ou via l’endocytose ou la fusion des exosomes avec la cellule cible (262). Les 
exosomes peuvent ainsi transférer des protéines mais aussi de l’ARNm et des microARN 
(261). Il est bien décrit que les exosomes modulent la réponse immunitaire (261, 262). Les 
microvésicules ou microparticules sont des vésicules de 100nm à 1µm de diamètre qui 
proviennent du bourgeonnement de la membrane plasmique. Plusieurs activités des 
microvésicules ont été décrites, dont une activité procoagulante, l’induction de la 
transformation oncogénique et la contribution à l’angiogenèse tumorale par le transfert de 
EGFR (récepteur de l’EGF) de cellules tumorales à des CE ce qui augmente leur sécrétion 
de VEGF et l’angiogenèse tumorale (261, 263). Les corps apoptotiques sont libérés lors de 
l’apoptose par bourgeonnement de la membrane plasmique (voir introduction 2.1 Le 
programme apoptotique) et mesurent de 1 à 5 µm de diamètre. Il a été décrit que les corps 
apoptotiques peuvent transférer des oncogènes, de l’ADN et présenter des antigènes (261). 
Il a également été montré que la phagocytose des corps apoptotiques mène à une 
immunosuppression (264).  
Alors que l’apoptose a longtemps été décrite comme une mort cellulaire silencieuse en 
comparaison de la nécrose, il est maintenant clair que l’apoptose induit des changements du 




phagocytes par la sécrétion de facteurs solubles (comme le CX3CL1 et la 
lysophosphatidylcholine) ou des corps apoptotiques qu’on appelle le signal « find-me » (98, 
266). Les cellules apoptotiques présentent à leur surface le signal « eat-me » (dont la 
phosphatidylsérine, CD14 et CD36 ainsi que MFGE-8 (Milk fat globule-EGF factor 8) 
associé à la phosphatidylsérine) qui induit leur phagocytose et leur élimination (265). Les 
cellules apoptotiques induisent également la répulsion d’autres cellules comme les 
granulocytes (par la lactoferrine entre autres) et la diminution de la réponse inflammatoire 
via la sécrétion de facteurs solubles et des corps apoptotiques ainsi que par contact direct 
entre la cellule apoptotique et la cellule cible (265). En plus des effets immunosuppresseurs 
et anti-inflammatoires, l’interaction des cellules apoptotiques avec les cellules cibles induit 
la production de facteurs de croissance comme le HGF (hepatocyte growth factor) et le 
VEGF chez ces dernières (267, 268). Le CX3CL1 produit par les cellules apoptotiques 
induit aussi la survie et la prolifération des cellules cibles (269). Nos résultats montrent que 
l’apoptose endothéliale produit du LG3 qui induit la survie des cellules néointimales 
contractiles et aussi la migration des CMLV. Nos résultats suggèrent que les CE 
apoptotiques sécrètent aussi de l’EGF ayant une activité anti-apoptotique chez les CSM. La 
production de facteurs de croissance directement par les cellules apoptotiques ou de façon 
paracrine chez les cellules voisines démontre que les signaux apoptotiques, au moins dans 
certaines circonstances, n’induisent pas seulement l’élimination des cellules apoptotiques 
mais initient aussi une réparation cellulaire au site de dommage et impliquent des 
changements complexes du microenvironnement. 
 
2 Voies de signalisation activées par l’interaction intégrines-
LG3 
Nous avons identifié dans nos travaux que le LG3 induit l’activation de la voie ERK1/2 
chez les CSM et les CMLV. Nous avons démontré que cette activation est dépendante de 




molécules de signalisation qui permettent l’activation de la voie ERK1/2 par les intégrines 
β1. Il serait également intéressant de mieux décrire la coopération des voies intégrines et 
EGF/EGFR observée chez les CSM. 
2.1 Signalisation induite par les intégrines 
Les intégrines β1 font partie d’une famille de récepteurs cellulaires composés de deux sous-
unités, α (18 sous-unités différentes) et β (8 sous-unités différentes), et chaque 
combinaison αβ (24 intégrines différentes) a sa propre spécificité de liaison à un ligand et 
ses propriétés de signalisation. La plupart des intégrines reconnaissent plusieurs protéines 
de la MEC. Et des protéines de la MEC, comme la fibronectine et la laminine, se lient à 
plusieurs intégrines (270). 
La plupart des intégrines recrute la kinase FAK par leur sous-unité β. FAK active la voie 
PI3K/AKT mais recrute également des kinases de la famille de src (Src-family kinases - 
SFK) aux points d’adhésion focaux. Src phosphoryle alors p130CAS et la paxilline, qui 
recrutent le complexe Crk-DOCK180 et ceci active rac. Rac active alors PAK (p21-
activated kinase), JNK et NF-κB. FAK peut aussi activer la voie ERK1/2 soit en recrutant 
p130CAS qui recrute Crk qui interagit alors avec le facteur d’échange de GTP (GEF) C3G 
qui active RAP1 (petite protéine G de la famille de RAS), soit par le recrutement du 
complexe formé de GRB2 (growth-factor-receptor-bound-2) et SOS (son-of-sevenless) 





Figure 16 - Voies de signalisation induites par les intégrines et les récepteurs tyrosine 
kinase (269) 
 
Nous avons identifié que le LG3 interagit avec les intégrines β1 pour induire l’activation de 
la voie ERK1/2 chez les CMLV et les CSM. Le LG3 interagit le plus probablement avec les 
intégrines α2β1 (anciennement appelé VLA-2 pour very late antigen-2) comme c’est le cas 
chez les CE et chez les fibroblastes (116, 249). Le récepteur intégrine α2β1 est un récepteur 
pour le collagène sur les plaquettes et les fibroblastes et un récepteur pour le collagène et la 
laminine sur les CE et les cellules épithéliales (273, 274). Il est bien documenté que le 
récepteur intégrine α2β1 est important dans la fonction des plaquettes et l’hémostase (274). 
Les intégrines α2β1 sont également impliquées dans la morphogenèse de ramification, la 




(275-278). Chez les fibroblastes l’activation des intégrines α2β1 par le LG3 induit 
l’activation des SFK Src et Fyn, l’activation de la voie PI3K et la survie cellulaire. De plus 
dans ce modèle, l’activation de cette voie de signalisation est indépendante de FAK (116). 
La voie PI3K/SFK est également impliquée dans la différenciation myofibroblastique 
induite par les médiateurs libérés lors de l’apoptose endothéliale chez les fibroblastes. Là 
encore la différenciation myofibroblastique est indépendante de l’activation de FAK (117). 
PYK2 (Proline-rich tyrosine kinase 2) est un autre membre de la famille de FAK connu 
pour interagir avec les SFK (279, 280). La phosphorylation de la tyrosine 402 crée un site 
de liaison SH2 (src-homology 2) pour src (281). Chez les fibroblastes la diminution du 
niveau intracellulaire de PYK2 par ARN d’interférence inhibe la différenciation 
myofibroblastique induite les médiateurs libérés lors de l’apoptose endothéliale (117). 
Aussi, la phosphorylation de la tyrosine 881 crée un site de liaison pour GRB2 qui mène à 
l’activation de la voie ERK1/2 (281). PYK2 peut également réguler la transactivation de 
L’EGFR et l’activation de la voie ERK1/2 induites par l’angiotensine II (282). Chez les 
CMLV et les CSM il serait intéressant de définir la voie de signalisation induite par 
l’interaction du LG3 avec les intégrines β1 en étudiant plus particulièrement l’importance 
des SFK et également de FAK et de PYK2 qui sont impliquées dans l’activation de la voie 
ERK1/2 (voir figure 16).  
Pour évaluer l’importance des intégrines α2β1 dans le rejet vasculaire, il est possible 
d’utiliser des souris déficientes pour les intégrines α2 qui n’expriment pas le récepteur 
α2β1. Ces souris sont viables, fertiles et il n’y a pas d’augmentation de la létalité des 
homozygotes. Ces souris présentent des défauts dans l’hémostase et la morphogenèse de 
ramification mais apparaissent normales concernant la guérison de plaie au niveau de la 
peau (283). Dans la plupart des études utilisant le modèle de transplantation aortique entre 
souris alloincompatibles sans administration d’immunosuppresseurs, la majorité des 
cellules néointimales contractiles proviennent du receveur (152, 153, 155), mais des études 
dans d’autres modèles démontrent que les CMLV du greffon peuvent aussi participer à la 
formation de la néointima (156, 157, 161, 162) (voir introduction 3.1.3.3  Cellules souches 




intégrines α2 comme souris receveuses pour évaluer si la perte des intégrines α2β1 sur les 
cellules du receveur affecte la formation de la néointima et le phénotype anti-apoptotique 
des cellules néointimales contractiles. En utilisant la transplantation inverse, avec les souris 
déficientes pour les intégrines α2 comme souris donneuses, on testerait l’importance des 
intégrines α2β1 dans l’accumulation des cellules néointimales dérivées du greffon.  
Pour voir si l’effet du LG3 sur l’augmentation de la formation de néointima et la 
diminution de la réparation endothéliale passe par son interaction avec les intégrines α2β1, 
il faudrait injecter du LG3 dans ce modèle. Après avoir mieux défini la signalisation induite 
par le LG3 in vitro, il serait intéressant de vérifier si in vivo le LG3 induit la même voie. 
2.2 Mécanismes de la coopération des voies intégrines et EGF/EGFR 
Il est bien décrit à ce jour que les intégrines et les récepteurs tyrosine kinase (RTK) comme 
l’EGFR, coopèrent pour la transduction des signaux de prolifération, de survie et de 
migration cellulaire. La plupart des intégrines forment des complexes avec des RTK et ont 
des partenaires préférentiels. Les intégrines β1 s’associent préférentiellement à l’EGFR 
(284-287). Les mécanismes moléculaires impliqués dans cette coopération sont multiples. 
D’abord les intégrines peuvent activer des RTK, dont l’EGFR (288-290), en l’absence de 
facteur de croissance. Ce mécanisme est impliqué dans la signalisation induite par 
l’adhésion cellulaire (290). L’activation de l’EGFR dans ce cas est différente de son 
activation induite par l’EGF soluble. Peu après l’adhésion cellulaire, les intégrines 
s’associent avec l’EGFR à la membrane plasmique en un complexe macromoléculaire. Ceci 
permet le rapprochement de plusieurs molécules d’EGFR qui peut mener à leur 
oligomérisation et leur transactivation (289). Mais par ailleurs, la phosphorylation de 
l’EGFR par les intégrines nécessite une activité de la kinase src et l’assemblage de src et de 
la protéine adaptatrice p130CAS dans un complexe macromoléculaire avec les intégrines et 
l’EGFR. La phosphorylation de l’EGFR est plus faible lors de l’activation par les intégrines 
que par l’EGF soluble (288). Ceci peut s’expliquer par le fait que les tyrosines 845, 1068, 
1086 et 1173 sont phosphorylées sur l’EGFR lors de l’activation par les intégrines mais pas 




L’activation de l’EGFR par les intégrines mène à l’activation de ERK1/2 et de AKT et à la 
survie cellulaire (288). Il est en effet bien défini que l’adhésion à des protéines de la MEC 
protège les cellules de l’anoïkis, qui est une forme de mort cellulaire programmée induite 
par le détachement des cellules de la MEC (291). De façon intéressante, il a été montré que 
l’expression de la protéine pro-apoptotique BIM est régulée par le couplage entre l’EGFR 
et les intégrines β1. BIM est fortement induit après détachement des cellules de la MEC du 
fait d’un manque d’engagement des intégrines β1, d’une diminution de l’expression de 
l’EGFR et d’une inhibition de la voie ERK1/2 (292).  
Il a été démontré que les intégrines peuvent aussi potentialiser la signalisation induite par 
différents facteurs de croissance dont l’EGF (286). L’adhésion dépendante des intégrines 
peut être nécessaire pour l’activation de signaux induits par l’EGF. Dans des CE une 
exposition à l’EGF induit une phosphorylation de l’EGFR et de ERK1/2 que les cellules 
soient en suspension ou attachées à de la MEC. Néanmoins l’expression du facteur de 
transcription Egr-1 (early growth response gene product 1) n’est induite que lorsque les 
cellules sont adhérentes. Les intégrines activent la voie PI3K/AKT et AKT est transloqué 
au noyau où il phosphoryle FOXO1 (Forkhead box protein O1) qui régule négativement la 
transcription d’Egr-1. Cette phosphorylation de FOXO1 le déplace du promoteur d’Egr-1 
ce qui permet l’expression d’Egr-1. Dans ce cas la co-stimulation des intégrines et de 
l’EGFR est nécessaire pour une transduction efficace au noyau des signaux induits par 
l’EGF (287, 290). 
Enfin, beaucoup de molécules sont communes aux voies de signalisation activées par les 
intégrines et les RTK ce qui permet la modulation des signaux induits par les RTK par les 
intégrines (voir figure 16) (293). Plus particulièrement on observe plusieurs points de 
convergence sur la voie ERK1/2 (293). L’activation des intégrines active FAK qui peut 
recruter GRB2 en amont de la voie ERK1/2 (294). L’activation des intégrines peut aussi 
affecter l’activation de RAF via PAK et également la translocation au noyau de ERK1/2 
(295, 296). Ainsi l’ajout de mitogènes solubles à des cellules en suspension induit une 
activation faible ou transitoire de la voie ERK1/2 comparé à une activation forte et 





Pour mieux définir les mécanismes impliqués dans la coopération entre la voie activée par 
le LG3 et la voie EGF/EGFR, il serait intéressant d’évaluer tout d’abord s’il y a association 
entre l’EGFR présent à la surface des CSM et les intégrines β1 lors de l’activation par le 
LG3. On pourrait aussi tester si la coopération entre la voie intégrines et EGF/EGFR passe 
par l’activation de FAK par le LG3, ou bien par l’activation de PAK par le LG3. Un autre 
mécanisme possible de la coopération entre la voie intégrines et EGF/EGFR serait un effet 
du LG3 sur la translocation nucléaire de ERK1/2. Ces différentes possibilités sont 
schématisées dans la figure 17. 
 
Figure 17 - Schéma des différents mécanismes possibles de coopération entre les intégrines 
et l'EGFR dans notre modèle 
Dans notre système, la privation de sérum induit l’augmentation du niveau de BIM chez les 
CSM. En comparaison, l’exposition au SSC (milieu sans sérum conditionné par des CE 
apoptotiques) des CSM induit une diminution de BIM. L’EGF induit aussi une diminution 
de BIM mais de façon partielle comparé à l’effet du SSC (voir figure 18). Plusieurs 




- La coopération entre les voies LG3/intégrines et EGF/EGFR pourrait être nécessaire à la 
diminution du niveau de BIM. Dans d’autres lignées cellulaires comme les fibroblastes 
et les ostéoclastes, BIM peut être phosphorylé par ERK1/2 ce qui induit son 
ubiquitination et sa dégradation par la voie du protéasome (297, 298). Chez les CSM ce 
serait alors le niveau d’activation de ERK1/2 permis par la coopération entre les voies 
LG3/intégrines et EGF/EGFR qui permettrait la phosphorylation de BIM et sa 
dégradation subséquente.  
- Le LG3 pourrait induire seul une diminution de l’expression de BIM chez les CSM. 
EGF induit la phosphorylation de ERK1/2 chez les CSM, mais n’induit pas la 
phosphorylation d’AKT à 30 minutes après stimulation par l’EGF (voir figure 19). EGF 
et LG3 ensemble induisent la phosphorylation d’AKT à 30 minutes (voir article 1 figure 
supplémentaire 4). On pourrait vérifier si cette activation de la voie PI3K est dépendante 
seulement de la stimulation des intégrines β1 par le LG3 ou si une coopération entre les 
voies LG3/intégrines et EGF/EGFR est nécessaire. La diminution d’expression de BIM 
pourrait être dépendante de l’activation de la voie PI3K. En effet il a été démontré dans 
les cellules de la lignée B que BIM est phosphorylé sur la sérine 87 par AKT. BIM 
s’associe alors à la protéine 14-3-3 qui le séquestre ce qui a pour effet de diminuer 
l’apoptose (299). 
 
Figure 18 - Expression de BIM chez les CSM 
Immunoblot de BIM et de l’actine chez les CSM exposées pendant 24h à du milieu normal 
(N), du milieu sans sérum (SS), du milieu sans sérum conditionné par des CE apoptotiques 





Figure 19 - Activation de la voie PI3K chez les CSM exposées à l'EGF  
Immunoblot des formes phosphorylées de ERK1/2 et de AKT et de la forme total de AKT 
chez les CSM exposées pendant 24h à du milieu normal (N), du milieu sans sérum (SS), ou 
du milieu sans sérum avec de l’EGF (100ng/ml) (SS+EGF). 
 
Nous avons montré que la coopération entre les voies LG3/intégrines et EGF/EGFR mène à 
une augmentation de l’expression de BXC-XL. Nos résultats suggèrent que cette 
augmentation est dépendante de l’activation de ERK1/2. Le niveau de BCL-XL dépend 
principalement d’une régulation transcriptionnelle. En effet l’activation de ERK1/2 peut 
mener à la phosphorylation et l’activation du facteur de transcription STAT3 (Signal 
transducer and activator of transcription 3) qui induit la transcription de BCL-XL (300, 
301). Ainsi l’augmentation de l’activation de la voie EGF/EGFR corrèle avec le niveau 
d’activité de STAT3 et un haut niveau de BCL-XL dans des lignées de carcinomes 
spinocellulaires du cou et de la tête. L’utilisation d’anti-sens contre STAT3 diminue le 
niveau de BCL-XL et induit l’apoptose dans ces cellules (302). 
 
Une meilleure caractérisation in vitro des voies activées suite à l’interaction du LG3 avec 
les intégrines α2β1 permettrait de mieux comprendre les mécanismes de la coopération 
entre la voie intégrines/LG3 et la voie EGF/EGFR. Aussi, l’étude des intégrines α2β1 dans 




néointimales contractiles et si ces intégrines représentent une cible thérapeutique potentielle 
dans le remodelage vasculaire en transplantation. 
 
3 L’EGF dans l’athérosclérose et la vasculopathie du greffon  
Nos résultats suggèrent que les CE apoptotiques libèrent de l’EGF qui agit de façon 
paracrine sur les CSM. Nous avons montré dans le 1er article présenté dans cette thèse que 
ce médiateur active la voie ERK1/2 en coordination avec le LG3 et qu’il est anti-
apoptotique chez les CSM. Il serait donc intéressant d’évaluer le rôle de la voie EGF/EGFR 
dans la vasculopathie du greffon. Aussi, il serait important de comprendre comment EGF 
est libéré lors de l’apoptose endothéliale. 
3.1 Motif EGF et libération de l’EGF 
L’EGF, appartient à une famille de ligands qui sont caractérisés par une séquence 
consensus de 6 résidus cystéines conservés (CX7CX4-5CX10-13CXCX8C) qui forment 3 
ponts disulfures. Cette séquence est nommée motif EGF et est cruciale pour la liaison à 
l’EGFR (303). Ce motif EGF a été identifié dans de nombreuses protéines comme des 
facteurs de coagulation (304). Dans ces molécules le motif EGF induit des interactions 
protéine-protéine (304). Les motifs EGF présents dans les molécules de MEC peuvent 
également induire une activation de l’EGFR. Il a été démontré que les motifs EGF de la 
laminine et de la tenascine-C modulent l’adhésion et la motilité cellulaire (305, 306). Ces 
motifs EGF pourraient activer directement l’EGFR comme ligands de très faible affinité ou 
en potentialisant la signalisation de ligands EGF solubles (305-308). Le domaine V du 
perlécan contient 4 motifs EGF (214), il serait donc intéressant dans notre modèle d’évaluer 
si ces motifs peuvent activer la voie EGF/EGFR. Au laboratoire, il a déjà été montré qu’une 
protéine recombinante contenant uniquement le motif EGF4 du domaine V du perlécan 
induit la phosphorylation de ERK1/2 et diminue l’apoptose chez les CMLV (113). On 




inhibant son activation (par le PD153035 par exemple) lors de l’exposition des CMLV au 
motif EGF4 recombinant. 
L’EGF est synthétisé sous-forme d’une protéine transmembranaire de type I, appelée pro-
EGF, de 1207 acides aminés chez l’humain, qui est insérée à la membrane plasmique. Le 
pro-EGF à la membrane plasmique est clivé par des protéases pour libérer l’EGF mature, 
un polypeptide de 53 acides aminés avec un poids moléculaire de 6 kD, qui se lie à l’EGFR 
(309). Ce processus de clivage est appelé clivage de l’ectodomaine. À ce jour, seule la 
métalloprotéase ADAM10 (A Disintegrin And Metalloproteinase-10) a été impliquée dans 
le clivage du pro-EGF alors que la majorité des ligands de cette famille sont clivés par 
plusieurs métalloprotéases dont ADAM17 (309). Il est intéressant de noter que le clivage de 
l’ectodomaine des ligands de la famille de l’EGF peut se faire de façon constitutive en 
l’absence de stimulation, mais peut également être augmenté par divers stimuli (309, 310). 
Notamment dans un modèle de guérison de plaie sur des cornées de porc en culture ou sur 
monocouche de cellules épithéliales, le dommage induit le clivage de l’ectodomaine de 
l’HB-EGF (heparin-binding-EGF) à la surface des cellules épithéliales de cornée et la 
libération de l’HB-EGF permet la guérison de plaie (311). Aussi l’acide lysophosphatidique 
(LPA) sécrété par les plaquettes est un médiateur important lors de dommage tissulaire et 
du processus de guérison. Il a été démontré que le LPA induit le clivage de l’ectodomaine 
et la libération de l’HB-EGF chez les fibroblastes et une activation paracrine de la voie 
EGFR-ERK1/2 par ce médiateur chez des cellules épithéliales (312). Lors de la 
caractérisation du protéome libéré par les CE apoptotiques, nous avons identifié au 
laboratoire plusieurs protéases dont cathepsine L et ADAMTS4 (ADAM metallopeptidase 
with thrombospondin type 1 motif 4) (114). S’il n’est pas connu si la cathepsine-L peut 
cliver le pro-EGF, une étude a démontré que la cathepsine-G peut cliver le pro-HB-EGF 
(313). On peut donc poser l’hypothèse qu’une ou plusieurs de ces protéases peuvent induire 
un clivage de l’ectodomaine de l’EGF dans notre système. On pourrait tester si la 
cathepsine-L ou l’ADAMTS4 ou d’autres protéases libérées lors de l’apoptose endothéliale 
peuvent cliver le pro-EGF. Ainsi lors de dommage endothélial, il y a libération de protéases 




paracrine pour activer la survie, la migration et la différentiation des cellules locales pour 
réparer le dommage vasculaire (voir figure 20). 
 
Figure 20 - Modèle hypothétique de signalisation paracrine par l'EGF libéré lors de 
l'apoptose endothéliale 
3.2 Importance de la voie EGF/EGFR dans la formation de néointima 
L’expression de l’EGFR est augmentée chez les CMLV en culture dont on stimule la 
prolifération (314). L’exposition des CMLV à de l’EGF induit leur transformation du 
phénotype « contractile » à un phénotype dédifférencié, prolifératif et migratoire (315). 
Dans un modèle de dommage vasculaire induite par ballon chez le rat, on observe une 
augmentation de l’expression de l’EGFR à la surface des cellules néointimales (316). 
L’administration de DAB389EGF, une cytotoxine de fusion ciblant l’EGFR, diminue la 
prolifération des cellules néointimales et la formation de néointima dans ce modèle (316). 
De même, dans un modèle de dommage vasculaire induit par le rose bengale qui est un 
réactif chimique photoactif, les cellules néointimales expriment fortement l’EGFR. Là 
encore, l’administration de EGF-génistéine, un bioconjugué inhibant spécifiquement 
l’EGFR, diminue la formation de la néointima (317). L’EGF-génistéine inhibe également la 




Aussi l’exposition de cultures de CMLV à partir de segments de plaques athérosclérotiques 
de patients à du DAB389EGF inhibe la croissance des CMLV (318). De façon très 
intéressante, une analyse protéomique récente a identifié l’EGF dans l’urine de souris 
déficientes pour ApoE sous régime hyper lipidique (319). Les auteurs de cette étude 
montrent également que l’EGF est fortement exprimé dans les plaques d’athérosclérose des 
souris déficientes pour ApoE sous régime hyper lipidique ainsi que dans les plaques 
d’athérosclérose de patients (319). 
Nous avons identifié chez les CSM in vitro que la voie EGF/EGFR est activée suite à 
l’exposition aux médiateurs libérés par les CE apoptotiques. On pourrait donc regarder dans 
notre modèle in vivo si cette voie est également activée en post-transplantation chez les 
cellules néointimales en réalisant de l’immunohistochimie pour l’EGFR phosphorylé. Nous 
avons déjà observé que la voie ERK1/2 est activée chez les cellules néointimales dans notre 
modèle in vivo. On pourrait également utiliser un inhibiteur de cette voie (comme le 
DAB389EGF ou l’EGF-génistéine) en post-transplantation pour évaluer son importance 
dans la formation de la néointima. 
3.3 La voie EGF/EGFR dans la survie et la différenciation des CSM 
Nous avons démontré dans le 1er article de cette thèse que, dans notre système, la voie 
EGF/EGFR est centrale dans l’induction du phénotype anti-apoptotique des CSM. L’équipe 
de Wells a démontré que l’EGF soluble induit la migration de CSM de rat et de patients 
dans un test de migration par strie (320). L’EGF soluble induit aussi une augmentation de 
la croissance de CSM de patients en culture. Néanmoins ils n’observent pas de protection 
par l’EGF de l’apoptose induite par la privation de sérum, ce qui suggère que l’effet de 
l’EGF qu’ils observent sur la croissance des CSM passe par un effet sur la prolifération des 
CSM (320). Cette équipe a également démontré que de l’EGF lié à une surface a un effet 
anti-apoptotique chez les CSM exposées au FasL alors que l’EGF soluble n’a pas d’effet 
sur la survie dans ce cas (321). Les différences concernant l’effet de l’EGF sur la survie des 
CSM entre notre équipe et l’équipe de Wells, pourraient s’expliquer par des différences 




utilisent uniquement la détection de l’exposition de la phosphatidylsérine à l’extérieur de la 
membrane plasmique pour détecter l’apoptose (320) alors que nous avons évalué le 
pourcentage de noyaux pycnotiques, le clivage de PARP (Poly (ADP-ribose) polymerase) 
par la caspase-3 ainsi que le niveau de BCL-XL. Aussi une différence notable est qu’ils 
utilisent des CSM immortalisées (320) alors que nous avons utilisé des cultures primaires 
de CSM. Le fait que l’EGF lié à une surface a un effet différent de l’EGF soluble sur les 
CSM (321) est intéressant. En effet, nous avons observé que les CE apoptotiques 
produisent des médiateurs solubles mais aussi des médiateurs anti-apoptotiques associés à 
des nanovésicules (114). Il a de plus été décrit que l’EGF peut être associé à des exosomes 
(322). Il faudrait donc déterminer si l’EGF est effectivement soluble dans notre système 
et/ou s’il est associé aux nanovésicules. 
Nous n’avons étudié l’effet de l’EGF que sur la survie des CSM. Il a été démontré que 
l’exposition des CSM à l’EGF peut également influencer leur différenciation. L’équipe de 
Kratchmarova a démontré que l’EGF induit une différenciation ostéogénique des CSM. 
Dans cette étude l’inhibition de la voie ERK1/2 par le U0126 abolit cette différenciation 
démontrant l’importance de la voie ERK1/2 dans la différenciation ostéogénique des CSM 
(323). À l’aide d’une analyse protéomique ils identifiaient dans cette étude que la voie 
PI3K est un interrupteur moléculaire qui inhibe la différenciation ostéogénique chez les 
CSM exposées à du PDGF (323). Là encore il y a des différences suivant les études puisque 
l’équipe de Wells montrait que l’EGF soluble seul n’induit pas la différenciation des CSM 
(320). Cette différence pourrait s’expliquer par l’activation de la voie PI3K par l’EGF chez 
les CSM qu’ils ont utilisées dans cette étude alors que cette voie n’est pas activée dans 
l’étude de Kratchmarova (320, 323). De façon intéressante, nous n’avons pas observé 
d’activation de la voie PI3K à 30 minutes (pas de phosphorylation d’AKT) suite à 
l’exposition des CSM à L’EGF (voir figure 19). Il faudrait vérifier dans le temps si 
effectivement la voie PI3K n’est pas activée par l’EGF dans notre système. De plus, l’EGF 
lié à une surface induit une différenciation ostéogénique des CSM. L’EGF lié à une surface 
bloque l’endocytose de l’EGFR et active la voie ERK1/2 de façon soutenue. C’est cette 




médiateurs libérés lors de l’apoptose endothéliale pourraient aussi induire une activation de 
ERK1/2 soutenue chez les CSM puisqu’ils activent la voie ERK1/2 chez les CMLV au 
moins jusqu’à 4h (113) et nous avons observé une activation de ERK1/2 à 24h chez les 
CSM qu’il faudrait confirmer (voir figure 21). 
 
Figure 21 - Activation de la voie ERK1/2 par les médiateurs libérés lors de l’apoptose 
endothéliale chez les CSM à 24h 
Immunoblot des formes phosphorylées de ERK1/2 et Ponceau chez les CSM exposées 
pendant 24h à du milieu normal (N), du milieu sans sérum (SS) ou du milieu sans sérum 
conditionné par des CE apoptotiques (SSC) 
 
Il serait particulièrement intéressant d’étudier la différenciation ostéogénique des CSM 
dans notre modèle puisque dans les lésions d’athérosclérose et de vasculopathie du greffon 
avancée on peut observer une calcification vasculaire (326, 327). Dès le XIXe siècle, des 
pathologistes ont observé la présence de tissu ressemblant à de l’os au niveau des lésions 
athérosclérotiques, avec une structure lamellaire, des cellules ressemblant à des ostéoblastes 
et des éléments hématopoïétiques. Mais au XXe siècle, la calcification vasculaire au niveau 
des plaques d’athérosclérose était considérée comme un processus dégénératif, passif et non 
régulé. C’est seulement récemment que l’hypothèse selon laquelle l’ossification régulée est 
impliquée dans la calcification vasculaire a été ré-envisagée (327). En fait la calcification 
vasculaire peut apparaître amorphe, sans architecture tissulaire, ou chondro-osseuse, avec la 
structure tissulaire du cartilage, ou si la microvascularisation s’est développée, la structure 
de l’os. La matrice calcifiée amorphe est la plus courante mais la forme chondro-osseuse 





L’hypothèse selon laquelle certaines cellules périvasculaires sont des CSM (144, 145) 
expliquerait la présence de ce tissu osseux ectopique dans la paroi vasculaire. Dans une 
situation de dommage vasculaire, la dérégulation des signaux locaux pourrait induire une 
différentiation chondrogénique et/ou ostéogénique.  
L’équipe de Pittenger a démontré que l’exposition des CSM à des suppléments induisant la 
différentiation ostéogénique induit une activation soutenue de la voie ERK1/2 qui coïncide 
avec la différentiation (329). L’inhibition de la voie ERK1/2 bloque la différentiation 
ostéogénique des CSM (329). Il a été également démontré que la laminine-332 induit un 
phénotype ostéogénique des CSM de façon dépendante de FAK et de l’activation de la voie 
ERK1/2 (330, 331). Le troisième domaine globulaire de la chaîne alpha de la laminine-332 
(appelé dans cette étude LG3!) se lie à l’intégrine α3β1 et induit l’activation de la voie 
ERK1/2 et de FAK ainsi que l’expression de plusieurs marqueurs ostéogéniques mais n’est 
pas suffisant pour induire la minéralisation de la MEC (332). 
Comme les médiateurs libérés lors de l’apoptose endothéliale induisent l’activation de la 
voie ERK1/2 chez les CSM, nous nous sommes demandé si ces médiateurs peuvent induire 
un phénotype ostéogénique des CSM. Nous avons exposé les CSM pendant 21 jours à du 
milieu sans sérum, à du SSC ou à du milieu induisant la différentiation ostéogénique. Nous 
avons ensuite mesuré l’activité de la phosphatase alcaline et effectué une coloration Von 
Kossa des CSM qui met en évidence les sels de calcium et donc la minéralisation de la 
MEC. Nous avons observé que l’exposition des CSM au SSC augmente la présence des sels 
de calcium déposés ainsi que l’activité de la phosphatase alcaline en comparaison à leur 
exposition à du milieu sans sérum (voir figure 22). Il serait donc intéressant de vérifier ces 
observations. On pourrait alors tester si la différentiation ostéogénique induite chez les 
CSM est dépendante de la l’activation de la voie ERK1/2 comme cela est décrit dans la 
littérature. Ensuite il faudrait définir les médiateurs qui induisent cette différentiation, en 
commençant par voir si le LG3 et/ou l’EGF sont impliqués dans l’induction de la 





Figure 22 - Induction de la différentiation ostéogénique des CSM par les médiateurs libérés 
lors de l'apoptose endothéliale  
A. Coloration Von Kossa des CSM après leur exposition à du milieu induisant la 
différentiation ostéogénique (OS), du milieu sans sérum (SS) ou du milieu sans sérum 
conditionné par des CE apoptotiques (SSC) pendant 21 jours. B. Ratio de l’activité 
phosphatase alcaline sur la quantité de protéines des CSM après leur exposition à du milieu 
OS, du milieu SS ou du milieu SSC pendant 21 jours. 
 
L’EGF et/ou le LG3 pourraient stimuler la différenciation ostéogénique des CSM au site de 
dommage. L’apoptose endothéliale pourrait aussi induire de la calcification vasculaire par 
la production de vésicules agissant comme sites de nucléation pour la formation de cristaux 
de calcium. En effet des vésicules de matrice produites par les chondrocytes et les 
ostéoblastes contiennent les protéines associées au calcium et les phosphatases (comme la 
phosphatase alcaline) nécessaires à la nucléation de l’hydroxyapatite, principale 




ont également été observées dans les artères calcifiées (334). Il a été démontré par ailleurs 
que des corps apoptotiques et certaines microvésicules peuvent initier la calcification 
vasculaire (335, 336). Dans notre système, des médiateurs pourraient stimuler la 
différenciation des CSM et des vésicules pourraient servir de sites de nucléation pour la 
formation de cristaux de calcium. Il faudrait vérifier si les nanovésicules et les corps 
apoptotiques isolés des CE apoptotiques sont associés à des phosphatases et à des protéines 
associées au calcium comme les vésicules de matrice et si elles peuvent induire une 
calcification en culture cellulaire. On pourrait associer en culture l’EGF et/ou le LG3 et les 
nanovésicules et/ou les corps apoptotiques pour regarder si on observe de la différenciation 
ostéogénique des CSM et la formation de cristaux de calcium. 
 
4 Importance de la migration et de la prolifération induites par 
les médiateurs libérés lors de l’apoptose endothéliale sur la 
formation de néointima 
Nous avons principalement caractérisé l’activité anti-apoptotique du LG3 sur les CSM et 
les CMLV. Différents mécanismes permettent la formation de la néointima tel que discuté 
en introduction (voir introduction 3.2 Mécanismes permettant le développement de 
néointima). En plus de la résistance à l’apoptose, la migration et la prolifération cellulaires 
sont deux mécanismes déterminants dans la formation de la néointima. Dans le deuxième 
article de cette thèse nous avons démontré que le LG3 a, en plus de son activité anti-
apoptotique, une activité pro-migratoire sur les CMLV dans un test de migration par strie. 
Cette activité pro-migratoire est dépendante de l’activation par le LG3 de la voie ERK1/2 
chez les CMLV. Elle dépend le plus probablement de l’interaction du LG3 avec les 
intégrines β1. Il faudrait regarder si le LG3 a également une activité pro-migratoire chez les 
CSM et les voies de signalisation impliquées. Le test de migration par strie teste la 
migration qu’on appelle parfois migration horizontale qui correspond aussi à la motilité 




cellules néointimales avec une expérience de transmigration en chambre de Boyden. Nous 
avons par ailleurs démontré que le LG3 n’a pas d’activité pro-proliférative sur les CMLV 
avec un test d’incorporation de BrdU. Il faudrait vérifier que le LG3 n’a pas non plus 
d’activité pro-proliférative chez les CSM. 
Si le LG3 n’a pas d’activité pro-proliférative chez les CMLV, le milieu conditionné par les 
CE apoptotiques a néanmoins une activité mitogénique pour les CMLV (113) et un des 
médiateurs mitogéniques impliqué est le DBP (vitamin-D binding protein) (337). Nos 
résultats suggèrent que les CE apoptotiques libèrent du EGF qui est un facteur mitogénique 
pour de nombreux types cellulaires. Il a été démontré que l’EGF a une activité pro-
migratoire (augmentant la motilité et le chimiotactisme) et pro-proliférative chez les CSM 
(179, 320). L’EGF est également mitogénique pour les CMLV (314) et induit leur 
transformation du phénotype « contractile » à un phénotype dédifférencié, prolifératif et 
migratoire (315). Lors de l’apoptose endothéliale plusieurs médiateurs sont produits et 
ceux-ci concourraient donc à modification du microenvironnement pour favoriser la 
formation de la néointima par leurs effets sur la prolifération, la survie et la migration des 
cellules néointimales 
 
5 Les cellules souches mésenchymateuses en transplantation 
Les CSM participent à la formation de la néointima en se différenciant en cellules 
musculaires lisses, tel que discuté en introduction. Les CMLV de la media participent aussi 
à la formation de la néointima. La participation de chacun de ces deux types cellulaires 
varie vraisemblablement selon les conditions pré-éxistantes dans les vaisseaux du donneur 
et aussi selon la sévérité du dommage. Plus le dommage vasculaire est sévère, plus il y aura 
destruction des CMLV locales et recrutement de CSM locales présentes dans les vaisseaux 
environnants la lésion ou de CSM dérivées de la moelle osseuse (voir introduction 3.1.3.3 
Cellules souches et formation de néointima). Dans le 1er article présenté dans cette thèse, 




dommage vasculaire. Le phénotype anti-apoptotique induit par les médiateurs libérés lors 
de l’apoptose endothéliale favorise l’accumulation des CSM au niveau de la néointima.  
Il pourrait être intéressant de mieux définir la contribution des CSM et des CMLV dans 
notre modèle de transplantation aortique. On pourrait donc utiliser des souris ROSA26 
comme souris receveuses pour évaluer la participation des cellules dérivées du receveur, 
incluant des CSM, à la formation de la néointima. On pourrait vérifier les proportions de 
cellules dérivées du receveur et de cellules dérivées du donneur (soit majoritairement des 
CMLV de la media) dans la néointima en utilisant la transplantation inverse. On pourrait 
ensuite injecter le LG3 en post-transplantation dans ce système pour évaluer si le LG3 
affecte les proportions de CMLV et de CSM qui participent à la formation de la néointima. 
L’importance des CSM dans la formation de la néointima a été démontrée in vivo dans un 
modèle de dommage vasculaire induit mécaniquement (108). En transplantation, dans des 
modèles animaux et chez l’humain, il est bien démontré que les cellules du receveur et plus 
particulièrement des cellules dérivées de la moelle osseuse, participent à la formation de la 
néointima (154, 155, 160). À ma connaissance, dans le modèle murin de transplantation 
aortique l’importance des CSM dans l’hyperplasie néointimale n’a cependant pas été testée 
directement à ce jour. On pourrait donc d’abord injecter en post-transplantation des CSM 
provenant de souris ROSA26, ce qui permettrait de les suivre. On pourrait alors voir si les 
CSM injectées s’accumulent dans la néointima et augmentent le rejet vasculaire. En 
transplantation les CSM peuvent également être impliquées dans le processus 
d’immunorégulation du rejet. En effet il est bien démontré que les CSM peuvent moduler 
les réponses immunitaires cellulaire et humorale en agissant au niveau des cellules T, B, 
des cellules dendritiques, des cellules NK et des macrophages (338). Il serait donc 
intéressant d’évaluer si les CSM modulent l’infiltration de cellules immunitaires dans le 
greffon. On pourrait quantifier cet infiltrat et définir quels types de cellules immunitaires 
(cellules T, cellules B, macrophages…) sont présentes et leur phénotype.  
Ensuite on pourrait utiliser une transplantation de moelle osseuse avec des CSM provenant 
de souris ROSA26 chez les souris receveuses avant la transplantation aortique tel que décrit 




les CSM sont mobilisées de la moelle osseuse vers le greffon et si elles participent à la 
néointima comme cellules contractiles. 
Les CSM peuvent avoir de multiples effets en transplantation puisqu’elles peuvent 
participer à la formation de la néointima par leur différentiation en cellules contractiles, 
influencer la réponse immunitaire, et induire une calcification vasculaire par leur potentiel 
de différentiation chondrogénique et ostéogénique. Les CSM sont aujourd’hui en essai 
comme outil thérapeutique en transplantation pour leur effet immunomodulateur. Une 
meilleure caractérisation de l’importance des CSM sur le rejet vasculaire permettrait de 
bien cibler leur utilisation thérapeutique pour inhiber la réponse immunitaire sans 
augmenter le rejet vasculaire. 
 
6 Le LG3 en clinique 
Notre travail sur le LG3 à travers son étude in vitro et dans un modèle in vivo permet de 
mieux comprendre son effet sur les cellules néointimales et son rôle potentiel dans le rejet 
vasculaire. En fait le rôle du LG3 en clinique pourrait être bien plus large. En effet il 
pourrait être important dans les conditions impliquant de l’apoptose endothéliale et même 
de façon encore plus large dans les conditions impliquant du remodelage de la MEC. Lors 
d’une ischémie cérébrale, la déprivation en oxygène et en glucose et la reperfusion 
induisent la protéolyse de la MEC, et plus particulièrement la protéolyse du perlécan, dans 
les heures qui suivent le dommage ischémique du fait de l’augmentation de plusieurs 
protéases (339). Les niveaux de LG3 dans le cerveau sont augmentés après un accident 
vasculaire cérébral (340). La dégradation de la MEC est accompagnée d’une réponse 
inflammatoire locale due à l’augmentation de cytokines dont l’IL-1 (interleukine 1) (341, 
342). La déprivation en oxygène et en glucose et l’exposition de neurones à l’IL-1 induisent 
le clivage du perlécan par la cathepsine-B et la cathepsine-L et libération de LG3 (343). Et 
il a été montré que le LG3 augmente la survie des neurones et possède un effet anti-
prolifératif sur les CE du cerveau (340). L’endorepelline, qui est aussi augmentée après un 




la zone ischémique et diminution de l’apoptose) (344). Cette activité neuroprotective 
résulte de l’activité pro-angiogénique de l’endorepelline dans le cerveau (344). Le LG3 et 
l’endorepelline sont anti-angiogéniques en dehors du système nerveux via la liaison du LG3 
aux intégrines α2β1 sur les CE (249). Cependant, dans le cerveau les CE n’expriment pas 
les intégrines α2β1 mais expriment les intégrines α5β1. La liaison de l’endorepelline avec 
les intégrines α5β1 sur les CE du cerveau induit leur libération de VEGF. VEGF est pro-
angiogénique et pourrait agir sur les neurones dont l’expression de VEGFR2 (récepteur 2 
au VEGF) est augmentée par l’endorepelline (344). Dans le cerveau, le LG3 et 
l’endorepelline auraient une activité anti-apoptotique sur les neurones alors que leurs effets 
sur les CE seraient opposés. Ce serait donc la proportion de ces deux fragments produits 
après ischémie cérébrale qui déterminerait l’activité pro- ou anti-angiogénique résultante.  
L’effet anti-angiogénique de l’endorepelline en dehors du cerveau a été étudié dans 
l’angiogenèse tumorale. En effet l’angiogenèse tumorale, qui permet la croissance d’une 
tumeur, est une cible pour le développement de thérapies anti-tumorales. L’équipe de Iozzo 
a testé l’injection systémique d’endorepelline recombinante chez des souris portant des 
carcinomes épidermoïdes ou pulmonaires (252). L’analyse de la pureté de l’endorepelline 
recombinante révèle que les préparations d’endorepelline contiennent un peu de LG3. 
L’endorepelline recombinante se rend spécifiquement dans les vaisseaux de la tumeur et 
s’accumule dans les zones périvasculaires de la tumeur où elle persiste plusieurs jours. 
L’injection d’endorepelline recombinante induit une inhibition de l’angiogenèse tumorale, 
un ralentissement de la croissance tumorale, augmente l’hypoxie dans la tumeur et diminue 
significativement le métabolisme tumoral et l’index mitotique. L’endorepelline 
recombinante est internalisée dans les CE dérivées de tumeurs et induit une redistribution 
des intégrines α2β1 qui colocalisent avec l’endorepelline recombinante ce qui suggère que 
les intégrines α2β1 sont le récepteur fonctionnel de l’endorepelline sur les CE tumorales. 
L’équipe de Iozzo avait démontré précédemment que le LG3 de l’endorepelline est le 
domaine qui semble avoir la plus grande partie de son activité angiostatique (249). On peut 
donc supposer que le LG3, à lui seul, pourrait inhiber l’angiogenèse tumorale via son 





Le LG3 pourrait avoir aussi une utilisation diagnostique. Nos résultats dans une cohorte de 
patients receveurs d’allogreffe rénale suggèrent que le LG3 pourrait être un biomarqueur de 
rejet vasculaire dans la transplantation rénale. Le progrès des traitements 
immunosuppresseurs en transplantation d’organe solide ont permis de réduire l’incidence 
des épisodes de rejet induit par les cellules T mais n’ont pas diminué de façon significative 
la survie à long terme du greffon. La demi-vie actuelle d’un greffon rénal qui provient d’un 
donneur cadavérique est seulement de huit ans (345) et seulement un tiers des allogreffes 
rénales provenant de donneurs âgés demeurent fonctionnelles après 10 ans (346). Il est 
donc nécessaire à la fois de mieux comprendre les mécanismes induisant le rejet et la 
tolérance en transplantation et d’avoir des biomarqueurs qui différencient les patients 
susceptibles de maintenir une fonction stable de l’allogreffe, des patients à risque pour la 
perte du greffon. Actuellement la référence pour suivre le risque de rejet aigu ou chronique 
et la toxicité des médicaments après transplantation reste la biopsie. C’est une méthode 
invasive, chère et soumise à des erreurs d’échantillonnages et d’interprétation et présente 
des risques pour le patient (347). Il est donc nécessaire de développer de nouvelles 
méthodes de suivi de l’état du greffon. La recherche de biomarqueurs et de méthodes moins 
invasives que la biopsie est très active en transplantation et en médecine en général. La 
transplantation rénale se prête particulièrement à la recherche de biomarqueurs car l’urine 
est un fluide corporel facilement accessible et son contenu en protéines ou en ARN est 
principalement dérivé du rein. 
Deux stratégies sont utilisées dans la recherche de biomarqueurs. Une de ces stratégies 
consiste à définir le critère que l’on cherche à évaluer à l’aide d’un biomarqueur (par 
exemple le rejet vasculaire) et d’effectuer des groupes de patients suivant ce critère 
(présence ou absence de rejet vasculaire). Alors il est possible de chercher un ou des 
biomarqueurs dans le sérum ou l’urine de ces patients à l’aide des technologies de criblage 
à haut débit ou « omiques » (génomique, transcriptomique, protéomique…). Cette stratégie 
consiste un peu à aller à la pêche d’un marqueur sans idée de celui-ci. On peut par ce biais 




un phénotype. Mais on peut également trouver l’association d’un facteur mal connu à un 
phénotype et il se trouve alors plus difficile de comprendre les mécanismes sous-jacents à 
cette association. L’identification de facteurs associés à un phénotype peut également être 
difficile via cette stratégie de par la grande quantité de données générées par une étude 
génomique ou protéomique qui rend l’analyse de celles-ci fastidieuse. La seconde stratégie 
est l’inverse de la première. Elle consiste à comprendre les mécanismes impliqués dans un 
phénotype clinique comme le rejet vasculaire et d’identifier un ou des facteurs clés dans des 
modèles in vitro et/ou in vivo. Ensuite on vérifie si tel facteur est effectivement associé au 
phénotype chez les patients. C’est cette approche que nous avons utilisée dans notre travail. 
Nous savons que l’apoptose endothéliale est un évènement initiateur déterminant dans le 
rejet vasculaire dans la transplantation d’organe solide. L’équipe de Marie-Josée Hébert 
travaille à comprendre quelles sont les répercussions de l’apoptose endothéliale. Parmi les 
facteurs libérés lors de l’apoptose endothéliale, le LG3 a été le premier facteur identifié par 
son équipe (113). Ensuite nous avons caractérisé comment celui-ci est produit et démontré 
qu’il induit un phénotype anti-apoptotique chez les cellules néointimales. Nous avons aussi 
confirmé dans un modèle murin de rejet vasculaire que le LG3 a un effet in vivo sur la 
formation de néointima. Parallèlement nous avons testé dans une cohorte de patients si une 
augmentation du LG3 sérique pouvait être associée au phénotype de rejet vasculaire. Nos 
résultats suggèrent qu’en effet il existe une association entre l’augmentation du niveau de 
LG3 sérique et le rejet vasculaire chez des patients receveurs d’allogreffe rénale. Nous 
avons également identifié une association entre le niveau de cathepsine-L sérique, qui est 
libérée lors de l’apoptose endothéliale et qui génère le LG3 par clivage du perlécan, et le 
rejet vasculaire (348). Par ailleurs, nous avons mesuré dans nos échantillons les niveaux 
d’endostatine sérique, générée par le clivage du collagène XVIII par la cathepsine-L, mais 
nous n’avons pas observé d’association entre celle-ci et le rejet vasculaire (348). Ces 
résultats suggèrent que le LG3 libéré lors de l’apoptose endothéliale serait spécifiquement 
associé au rejet vasculaire. L’équipe d’O’Riordan a également identifié dans l’urine que le 
LG3 est associé au rejet chronique chez des patients receveurs d’allogreffe rénale (255). Le 




représenter un biomarqueur utile au diagnostique de la rupture prématurée des membranes 
fœtales (256, 258). Ces différentes conditions impliquant du dommage vasculaire, le LG3 
pourrait donc représenter un outil diagnostique dans plusieurs maladies impliquant du 
dommage vasculaire. De façon plus générale, les fragments de MEC générés lors de 
remodelage vasculaire pourraient servir de biomarqueurs. Ainsi, dans une étude récente du 
peptidome (fragments de poids moléculaire inférieur à 10kD) présent dans l’urine, plusieurs 
peptides issus du remodelage de la MEC (peptides issus du collagène I et du collagène III) 
et des enzymes impliquées dans le remodelage de la MEC (MMP-7, SERPING1 (serpin 
peptidase inhibitor, clade G (C1 inhibitor), member 1) et TIMP1 (tissue inhibitor of 
metalloproteinases 1)) ont été associés au rejet aigu chez des patients receveurs d’allogreffe 
rénale (349). En plus du potentiel diagnostique du LG3, il serait également intéressant 
comme option thérapeutique de chercher des stratégies afin d’inhiber la voie initiée par 











L’apoptose endothéliale induit une modification du microenvironnement par la libération 
active de médiateurs solubles et de médiateurs associés à des nanovésicules. Entre autre, la 
cathepsine-L libérée par les CE apoptotique induit le clivage du perlécan et la production de 
LG3. Le travail de ma thèse contribue à la caractérisation des effets du LG3 dans la 
formation de néointima in vitro et in vivo. Nous avons identifié une activité anti-
apoptotique ainsi qu’une activité pro-migratoire du LG3 sur les cellules néointimales. Il a 
également été montré que le LG3 a une activité angiostatique (249). Ces activités 
combinées du LG3 contribuent à l’accumulation de cellules néointimales et à la formation 






Figure 23 - Modèle proposé : le LG3 produit par les cellules endothéliales apoptotiques est 
un nouveau régulateur du remodelage vasculaire 
A. Lors de l’apoptose endothéliale, la cathepsine L est libérée dans la MEC où elle clive le 
perlécan et génère du LG3. B. Le LG3 libéré interagit alors avec les intégrines β1 sur les 
CMLV, les CSM et les CE induisant, respectivement, une augmentation de la migration 
cellulaire, une résistance à l’apoptose et de l’angiostase. Ces réponses combinées 
augmenteraient la formation de la néointima, inhiberaient l’endothélialisation et 
favoriseraient du remodelage oblitérant. 
La caractérisation des effets biologiques du LG3 nous permettent d’identifier le LG3 
comme une nouvelle matricryptine, c’est-à-dire un fragment de MEC biologiquement actif. 
Le remodelage de la MEC associé au rejet vasculaire n’est donc pas un phénomène qui 
affecte seulement l’architecture des tissus mais produit aussi des médiateurs impliqués dans 




vasculaire chronique, tel le rejet d’allogreffe, la réponse paracrine associée au dommage 
endothélial, incluant la production de matricryptine, est chroniquement activée, entraînant 
une réparation tissulaire chronique. Cette réponse soutenue résulte en un remodelage 
vasculaire inadapté caractérisé par la formation d’une néointima oblitérante menant à une 
ischémie du greffon et une dysfonction du greffon, voire sa perte. L’identification du LG3 
comme nouveau médiateur dans le remodelage vasculaire oblitérant et la caractérisation de 
ses effets biologiques ouvrent de nouvelles opportunités pour inhiber les réponses 
cellulaires qui mènent au remodelage inadapté lors d’un dommage vasculaire chronique et 
pour prolonger la survie d’un greffon lors de transplantation d’organe solide. 
De façon très intéressante nous avons aussi montré une association entre des niveaux de 
LG3 sérique augmentés et le rejet vasculaire chez des patients receveurs d’allogreffe rénale. 
D’autres études ont aussi associé le LG3 à des conditions pathologiques dans lesquelles on 
observe du dommage vasculaire (254-256, 258). Au laboratoire, il a été montré que 
l’apoptose endothéliale induit la libération de LG3 (118), ce qui représenterait un 
mécanisme expliquant l’association de l’augmentation du LG3 avec du dommage 
vasculaire. Mon travail exposé ici met en lumière les possibles répercussions de cette 
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